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1.- MECANISMO DE ACCION DE LA LH EN LA GONADA MASCULINA 
A.- Introducci6n 
El testiculo al igual que el ovario, realiza una 
doble funci6n. De una parte endocrina, dandc lugar a 
la formaci6n de hormonas esteroideas (1) y de otra par 
te germinal con la producci6n de espermatozoides (2).-
La espermatogenesis tiene lugar en los tubulos ~emin1-
feros, fuertemente enrollados unos sobre otros y ro-
deados del tejido conectivo que contiene las celulas -
de Leydig (3). En estas c~lulas, con excelente arorte 
sanguineo, es donde se realiza la esteroidogenesis. -
Todo el testiculo se encuentra rodeado de una capsula 
blanca densa, la tunica albuginea. 
Las funciones endocrina y germinal del testiculo -
estan controladas por las dos hormonas tr6ficas LH(hor 
mona luteinizante,tambien llamada hormona estirnulante 
de las celulas intersticiales ICSH)y FSH aunque es po-
sible que otras horrnonas hipofi~arias, tal vez la PRL 
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y la GH puedan ejercer alguna influencia sobre la go-
nada masculina. La FSH (4), juntamente con los andr6 
genos, actuan sabre los tfibulos seminiferos posibili-
tando la espermatogenesis y a su vez la LH controla -
la esteroidogenesis de las celulas de Leydig estimu--
lando la biosintesis y secreci6n de andr6genos (S) --
(Vease Fig. 1). 
El mecanismo por el cu&l la hormona luteinizante 
controla la secreci6n de andr6genos testiculares y e~ 
teroides ov&ricos es similar al mecanismo por el cual 
el ACTH regula la producci6n de corticosternides en -
la corteza adrenal (6). Debido a que ambas hormonas 
ejercen por una parte acci6n tr6fica (prolongada) y -
por otra parte una acci6n rapida sabre la esteroidog~ 
nesis, es importante distinguir entre estos dos aspes 
tos de la acci6n hormonal cuando se analizan los mec~ 
nismos por los cuales estas hormonas estimulan la ·pr~ 
ducci6n de esteroides de una manera aguda. 
Los diversos efectos de las hormonas peptidicas 
en sus tejidos y celulas diana estan mediados por una 
3 
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serie de procesos bioquimicos que se inician por la -
uni6n de la hormona a receptores especificos (7). En 
la celulas de Leydig la acci6n de la gonadotropina co-
ri6nica origina, despues de esa uni6n horrnona-recep--
tor (8), la activaci6n del sistema adenil ciclasa (9)! 
El aurnento del AMPc inducido hormonalmente, da lugar 
ala activaci6n del sistema prote1na quinasa (10), -
con la consiguiente fosforilaci6n de sustratos prote! 
cos que probablemente regulan los prirneros pasos de -
la esteroidogenesis gonadal. (Vease Fig. 2). 
B.- Receptores de Gonadotropinas 
Un aspecto comfin de las hormonas peptidicas es -
su habilidad para unirse a receptores especificos en 
la membrana plasrnitica de sus celulas diana. La ocu-
paci6n de dichos receptores especificos en la membra-
na, es seguida de una ripida activaci6n de las respue~ 
tas celulares que van desde la sintesis de proteinas 
reguladoras especificas, pasando por cambios en la -
permeabilidad celular, hasta la secreci6n de los pro-
ductos formados y estimulo del crecimiento celular.-
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En algunos estudios, se han detectado uniones de her-
monas peptidicas a tejidos diferentes de aquellos --
usualmente aceptados como tejidos diana. La importa~ 
cia bio16gica de tales uniones, que no pueden estar -
relacionadas con una respuesta celular adecuada, es -
dudosa. Por esta raz6n no ha existido un acuerdo ge-
neral acerca de la definici6n exacta de receptor hor-
monal y se ha propuesto el t~rmino ''aceptor especifi-
co hormonal" como la definici6n m&s exacta de todo -
aquello que pueda comprender receptores, lugares de -
almacenamiento y sistemas de degradaci6n. 
Existen sin embargo una serie de caracteristicas 
operacionales que nos pueden definir los receptores -
horrnonales. Estas incluyen las propiedades fisicas -
necesarias para la uni6n de bajas concentraciones de 
hormonas (generalmente 10. 10M) tales como: especifi-
cidad estructural, afinidad elevada, capacidad limit~ 
da (generalmente), saturabilidad, cin~tica r&pida y-
un cierto grado de reversibilidad, asi como especifi-
cidad de tejido y correlaci6n de la uni6n con una res 
puesta hormonal apropiada (11). 
7 
El primer paso pues de la acci6n gonadotropa en -
la esteroidogenesis, es la uni6n de la hormona a recep-
tores de afinidad elevada en la membrana plasm~tica.-
Dichos receptores que son especificos para la LH y go-
nadotropinas similares (12 y 13), han sido extraidos-
tanto de testiculo como de ovario por medio de deter-
gentes no i6nicos. Los receptores de gonadotropinas -
constan principalmente de una porci6n proteica y de -
otra porci6n lipidica en menor cuantia pero de consid~ 
rable importancia (14). Los receptores de LH en el -
testiculo, han sido purificados hasta un grado de pur! 
ficaci6n de un 50\ y est~n compuestos de dos subunida 
des con un peso molecular de 90.000 (15); se han estu-
diado en celulas de Leydig obtenidas de test1culo de -
rata por tratamiento enzimatico con colagenasa, y se -
ha comprobado que cada celula contiene alrededor de -
5000 receptores de LH/hCG, que poseen una afinidad el~ 
vada por la hormona (Ka=10- 10M- 1) y que se comportan -
como una Unica clase de lugares de uni6n (16). 
Para la uni6n efectiva de la hormona al receptor 
es necesaria la presencia de la molecula completa y se 
ha comprobado que las subunidades~ y 0 de LH y hCG-
no compiten con ella en esa uni6n (17 y 18). Adem§s 
en la esteroidog~nesis "in vitro" la mol~cula nativa 
estimula la producci6n de testosterona, mientras que 
sus subunidades son incapaces de conseguir un estimu-
lo similar (17). 
Cuando las subunidades de LH se asocian para for 
marla hormona original (19), existe entre ellas una 
considerable movilidad relativa, lo que hace que nos 
preguntemos acerca de los condicionamientos de la hor 
mona nativa para unirse al receptor. lPersiste esta 
movilidad entre las subunidades en el mismo grado des 
pues de la uni6n al receptor?. Sino es asi eso impl! 
caria una transferencia apreciable de energia entre -
la hormona y el receptor, y por ultimo esa transfere~ 
cia de energia 6juega algun papel en la activaci6n 
del sistema adenil ciclasa o en otros procesos asocia 
dos a membrana?. 
Tampoco se conoce mucho acerca de la funci6n --
que desempefia la porci6n carbohidrato de la mol~cula 
8 
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de LH en su uni6n al receptor. Tsuruhara y col. (20) --
han comprobado que la uni6n a los receptores testicula--
res no se veia perjudicada cuando de la mol~cula de hCG 
se quitaban el acido sialico terminal y la galactosa, --
aunque la estimulaci6n "in vitro" de testosterona en ce-
lulas de Leydig se encontraba disminuida. 
Cuando se estudian los efectos de la modificaci6n -
quimica de los grupos tirosina y amino de la LH ovina 
(21 y 22) en la uni6n a los receptores de las celulas de 
Leydig en ratas, se encuentra que la nitraci6n de una -
tirosina de la molecula nativa reduce esa uni6n en un 
.60% mientras que la nitraci6n de dos tirosinas reduce 
esa actividad en un 90%. Esas tirosinas parecen es-
tar localizadas en la subunidad cJ.. puesto que las dos 
t iros in as de la subunidad (? no son suscept i bl es de n! 
traci6n en la molecula nativa. Estos y otros estudios 
han sugerido que 1) dos grupos amino de la subunidad 0 
de la LH ovina estan implicados en la uni6n y que 
deben ser neutros o estar positivamente cargados y 2) 
que de dos a ocho aminoacidos de la subunidad d estan -
1 0 
implicados en la uni6n al receptor,·aunque eso no sig 
nifique que esas tirosinas y grupos amino esten exac-
tamente en el lugar de uni6n de la hormona al recep-
tor, puesto que esas modificaciones quimicas pueden -
haber producido c~mbios conformacionales que afecten 
indirectamente a esa uni6n. 
La existencia y desarrollo de los receptores de 
LH es parcialmente dependiente de la acci6n tr6fica -
de la LH end6gena y probablemente de otras hormonas -
pituitarias. Aunque ha sido descrita una acci6n si-
nergistica de la FSH en la esteroidogenesis provo~ada 
por la LH en testiculo perfundido (23), no ha sido p~ 
sible detectar efecto alguno de la FSH, PRL y ACTH so 
bre la producci6n de testosterona "in vitro" tanto en 
celulas intersticiales como en testiculo de rata (24)! 
Sin embargo la administraci6n de FSH a ratas inmaduras 
aumenta la respuesta testicular a la LH, atribuyendose 
este efecto a una acci6n directa de la FSH sobre los -
receptores de LH de las celulas de Leydig (25 y 26). 
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Recientemente se ha comprobado que los receptores 
de LH tanto en testiculo como en ovario estan regula-
dos por la gonadotropina cori6nica circulante(27 y 28)! 
La inyecci6n de SO IU de hCG a ratas adultas es seguida 
de una perdida de sus receptores testiculares como se -
comprueba por ensa~o de receptores, perdida que se man-
tiene durante 5 dias despues de la inyecci6n alcanzando 
al septimo dia la concentraci6n original. Paralelamen-
te se ha encontrado una disminuci6n de la respuesta del 
~fPc al estimulo hormonal lo que muestra que la perdida 
de.receptores se acompafia de una inactivaci6n del sist~ 
rna adenil ciclasa. En estudios similares con ovarios de 
ratas luteinizadas tambien la actividad del sistema ade-
nil ciclasa disminuia al mismo tiempo que ocurria la --
perdida de receptores de LH (29). 
C.- Sistema adenil ciclasa-AMPc 
Se ha demostrado que la mayoria de las hormonas pep 
tidicas activan la enzima adenil ciclasa, siendo este el 
primer proceso bioquirnico que sigue a la uni6n de los 
peptidos a recP.ptores de membrana. Sin embargo la natu-
raleza de las relaciones fisicas y funcionales entre los 
1 2 
receptores y el sistema denil ciclasa est§ todavia -
por aclarar a pesar de los estudios realizados en los 
ultimos diez afios sobre esta materia. 
Entre los diversos modelos propuestos para expli-
car esta relaci6n destaca el de Cuatrecasas (30) donde 
receptores y enzima se consideran como estructuras se-
paradas que se supone pueden asociarse cuando por mov! 
mientos de difusi6n a lo largo del plano de la membra-
na celular llegan a encontrarse. Este encuentro condu 
ce a una activaci6n enzim§tica s6lo cuando el receptor 
ha sido ocupado por la hormona. En otros modelos (31) 
el sistema adenil ciclasa consta de tres sitios de 
uni6n a los que diferentes ligandos se acoplan para mg 
dificar la actividad enzimatica; estos tres sitios son: 
el receptor hormonal, la porci6n catalitica que reaccig 
na con ATP y Mg y la porci6n regulaaora dependiente de 
nucle6tidos ciclicos la cual reacciona preferentemente 
con nucle6tidos derivados de la guanina. En estudios -
cin~ticos sobre los efectos de estos nucle6tidos en la 
activaci6n de la adenil ciclasa hep§tica por el gluca-
g6n, se ha propuesto, que el complejo adenil ciclasa -
1 3 
puede existir en diferentes formas o conformaciones -
intercambiables entre si debido a la acci6n de la hor 
mona y el guanosin monofosfato, sugiriendo que las di 
versas conformaciones tienen diferentes afinidades -
por el sustrato, con lo que se obtienen distintos gr~. 
dos de activaci6n dependiente de la combinaci6n de -
hormona y nucle6tido presentes en cada caso. 
En otros tejidus se han encontrado tambien efec-
tos similares. Utilizando analogos de los nucle6tidos 
de guanina resistentes a la hidr6lisis se ha comproba-
do que activan el sistema adenil ciclasa, lo que par~ 
ce indicar que estos compuestos no funcionan como dona 
dores de grupos fosfatos sino mas bien como activado-
res alostericos de la enzima adenil ciclasa (32). Es-
tos efectos del GTP y analogos sugieren que la modula-
ci6n de la interacci6n del nucle6tido con la unidad c~ 
talitica del sistema adenil ciclasa, puede constituir 
un procedimiento general del modo de actuar de las hor 
monas peptidicas. 
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En la mayoria de los tejidos en los que los efec-
tos hormonales est~n mediados por el AMPc se demuestra 
que la uni6n de la hormona al receptor lleva asociada 
un incremento de la actividad de la adenil ciclasa. 
Sin embargo a pesar de los considerables aumentos 
de AMPc en tejido testicular producidos por la LH se -
han conseguido una activaci6n minima del sistema ade--
nil ciclasa. Que esos ~umen£os de AMPc no se debcn a 
cambios en la velocidad de degradaci6n del nucle6tido, 
se demuestra por el heche de no existir efecto alguno 
de la gonadotropina en la actividad de la fosfodieste 
rasa en las c~lulas de Leydig~ atribuyendose esos au-
mentes inducidos por la hormona gonadotropa a la acti-
vaci6n del sistema adenil ciclasa en c~lulas intactas, 
a pesar de la falta de respuesta de este sistema en --
fragmentos celulares (33). 
No ocurre lo mismo con el tejido ov~rico donde se 
ha observado estimulo de la adenil ciclasa ror la hCG 
en preparaciones ov~ricas solubilizada~ con detergen-
tes no i6nicos (33). 
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La participaci6n del AMPc como segundo mensajero -
en la esteroidog~nesis, se observ6 por primera vez con 
los trabajos de Haynes y col. (34), en los que se demos 
tr6 que el ACTH producia incremento del contenido de -
AMFc en cortes de tejido adrenal y que el adenosin mono 
fosfato ciclico ex6geno estirnulaba la producci6n de cor 
tiroides en adrenales de rata. Mas recientemente otros 
autores (35), han co~roborado esta teoria con c~lulas -
de corteza adrenal. 
Por lo que se refiere a las gonadotropinas numero-
sos estudios en testiculo y ovarin apuntan h~cia un~ m~ 
diaci6n del AMPc en el mecanisme de acci6n tanto de la 
LH como de la FSH. 
En el ovario se han descrito aumentos en el conte-
nido de AMPc tras el estimulo con LH en el cuerpo luteo 
(36), foliculos de Graaf (37) y tejido intersticial --
(38). Tambicn la FSH parece ser que ejerce su acci6n -
en celulas de la granulosa, en ovario, teniendo al ade-
nosin monofosfato como intermediario (39). Estas obser 
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vaciones tienden a indicar que casi todos los efectos 
de las gonadotropinas en el ovario parecen necesitar 
de la forrnaci6n del AMPc en la c~lula diana o en el -
cornpartirnento ov&rico apropiado. 
En el testiculo la biosintesis de testosterona -
est& rnantenida y estirnulada preferenternente por la LH 
(40 y 41). En el tejido intersticial y rn&s concreta-
rnente en las c~lulas de Ley~ig es donde tiene lugar -
la sintes~s de testosterona, sintesis que 'in vitro'' 
se ve estirnulada unicamente por la LH, (22) aunque p~ 
rece ser que otras hormonas pituitarias potencian "in 
vivo" la acci6n de esta gonadotropina (42). 
El rnediador intracelular de la acci6n de la LH -
en el tejido intersticial se piensa que es tarnbien el 
MfPc (43). Hacia ello apunta: 1) La LH incrementa -
los niveles de testosterona y AMPc en ceiulas de Ley-
dig. 2) El aumento de los niveles de AMPc precede al 
incremento de los niveles de testosterona. 3) El di-
butiril AMPc (derivado del nucleotide) incrementa tarn 
bien los niveles de testosterona. 
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Aunque existen evidentes dernostraciones de que la 
horrnona luteinizante controla la actividad de las celu 
las de Leydig estimulando la producci6n de M-fPc, no --
siernpre ocurre una perfecta correlaci6n entre forrnaci6n 
de AMPc y producci6n de testosterona. 
Tanto en celulas de Leydig obtenidas por tratarnie~ 
to enzirn~tico como en testiculo intacto, la LH o hCG -~ 
(44 y 45) estiwulan la producci6n y secreci6n de testes 
terona a concentraciones rnuy bajas, mientras que para -
la formaci6n y secreci6n de AMPc son necesarias dosis 
rn~s altas de hormona gonadotropa (46). 
Tales observaciones sugieren que si el AMPc es el 
mediador intracelular de la LH, ejerceria tal acci6n -
por carnbios en su concentraci6n indetectables con la me 
todologia existente, o bien porque de algun modo se prQ 
duciria una traslocaci6n del nucle6tido de un cornparti-
mento celular a otro. 
En un intento de aclarar el problema se ha estudi~ 
do la activaci6n de la enzirna proteina quinasa en celu-
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las de Leydig estimuladas con diferentes concentraciones 
de LH al mismo tiempo que se hacian determinaciones del 
AMPc y testosterona producidos, encontrandose una estre-
cha correlaci6n entre activaci6n de la proteina quinasa 
y producci6n de testosterona, con la salvedad de que la 
maxima cantidad de testosterona se alcanzaba a concentr! 
ciones de LH menores que las necesarias para conseguir -
estimulaci6n de proteina quinasa al maximo (47). Estes 
resultados que difieren de los de Podesta y col. (48),-
en los que los cambios de actividad de la enzima protei-
na quinasa producidos por la hormona gonadotropa no eran 
paralelos a la respuesta esteroidog~nica de las c~lulas 
de Leydig, apoyaban la obligatoriedad de la mediaci6n --
del AMPc en la acci6n de la LH. 
Son varies los ejemplos de hcrmonas que actuan a tr! 
v~s del AMPc promoviendo su formaci6n intracelular y 
que lo hacen en una cantidad mayor que la necesaria para 
originar una respuesta biol6gica en la c~lula diana, y 
tal es el caso de la hormona proteica LH. La prese~ 
cia de un exceso de receptores (receptores de repuesto) 
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para la respuesta esteroidog~nica a la LH en c~lulas -
de Leydig, se ha visto confirmada por los estudios de 
union hormona-receptor, observ§ndose que esa union se 
acompafia de una progresiva estimulaci6n de la sintesis 
de testosterona que al~anza su punto m&ximo cuando s6-
l~mente una pequefia porci6n (un 1\) de los receptores 
se han ocupado (49). 
La respuesta biol6gica de estas r~lulas en t~rmi­
nos de produccion de AMPc sin embargo es algo diferen-
te. La formacion de AMPc no se detecta basta que la -
producci6n de testosterona va llegarido al maximo, co-
menzando entonces su sintesis y secreci6n quecorre pa-
ralela a la ocupaci6n de los receptores por la LH bas-
ta que todos los sitio~ de uni6n se han saturado. 
Por lo tanto no existen en las c~lulas de Leydig 
un exceso de receptores de LH en relaci6n con la adenil 
ciclasa, puesto que se necesita la ocupaci6n total de 
los mismos para producir una respuesta maxima en t~rmi­
nos de producci6n de AMPc. 
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La existencia de ese exceso de receptores en rel~ 
ci6n a la respuesta esteroidog~nica de las celulas, p~ 
diera servir como mecanisme para aumentar la sensibil! 
dad celular a bajas concentraciones de horrnona o pudi~ 
ra tambi~n funcionar como una fuente de reserva de re-
ceptores en el testiculo. 
D.- Activaci6n de Proteina Quinasa y Sintesis Proteica 
El fmico mecanisme conocido por el cual el AMPc -
actua en celulas eucari6ticas es a traves del sistema 
enzim~tico protefna quinasa. La activaci6n de este sis 
tema viene dada por la reacci6n. 
En celulas no estimu)adas la mayor parte de la en-
zima est~ presente en su forma inactiva (R 2c2). La adi-
ci6n de AMPc ex6geno o las elevaciones de AMPc end6geno 
causan disociaci6n de la holoenzima dando lugar al com-
plejo (R2-AMPc 2) r a la subunidad catalitica activa (C) 
inici~ndose asi por esta porci6n liberada, la fosforila 
ci6n de sustratos. 
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La enzirna proteina quinasa se encuentra predornina~ 
te en el citosol de las celulas y se ha dernostrado su -
existencia en casi todos los tejidos anirnales, siendo 
escasa su presencia tanto en plantas como en bacterias. 
Debe tenerse en cuenta que la caracterizaci6n y e~ 
tudio d~ las proteinas quinasas se ha basado en el ern 
pleo de las histonas como sustratos enzirnaticos y que -
los verdaderos sustratos para la proteina quinasa se --
encuentran solarnente definidos en tres sistemas. Hasta 
el momento estos sustratos son,la fosforilasa quinasa,-
la glicogeno sintetasa y la triglicerido lipasa (SO). 
Utilizando tarnbien las histonas como sustratos ex§ 
geno han sido caracterizadas en el testiculo tanto en -
celulas de Leydig como en celulas de Sertoli, las pro--
teinas quinasas dependientes de AMPc. 
En celulas intersticiales (51), se ha comprobado 
por cromatografia en DEAE celulosa, la existencia de 
dos formas de PK con pesos aproximados de 47.000 y -
95.000 siendo los coeficientes de sedimentaci6n 4S y 
6.SS respectivamente. 
La activaci6n de protefna quinasa durante las in 
cubaciones de c~lulas intactas con concentraciones fi 
siol6gicas de hCG (10- 11 M) o la activaci6n enzim~tica 
por el AMPc va seguida de una conversi6n de esas for 
mas enzim§ticas a otra con coeficiente de sedimenta-
ci6n 2.9, que corresponde precisamente al de la sub-
unidad catalitica. 
Estos resultados indican que ambos tipos de enzi 
mas poseen diferentes subunidades reguladoras y una -
misma subunidad catalitica. 
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Al igual que en c~lulas de Sertoli (52) donde se 
ha propuesto que la FSH activaria via AMPc solamente 
una de las formas de prote1na quinasa, la presencia de 
dos diferentes PK en celulas de Leydig significaria -
la posibilidad de una fosforilaci6n diferencial de --
distintas proteinas reguladoras durante la estimulaci6n 
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de las respuestas celulares con concentraciones crecien 
tes de hormona gonadotr6pica. 
La demostraci6n de la activaci6n "in vitro" de la 
enzima PK con dosis crecientes de LH o hCG (48) y su co 
rrelaci6n con el estimulo en la producci6n intracelular 
de AMPc y testosterona (47) apuntan hacia una particip~ 
ci6n activa de la protefna quinasa en la esteroidogene-
sis. 
Incluso con dosis pequefias de LH donde el interro-
gante sobre la participaci6n del AMPc-protefna quinasa 
persistia, se ha comprobado en recientes estudios del -
grupo de Dufau y col. (53), utilizando celulas de Ley-
dig con un elevado grado de purificaci6n, que se produ-
ce estimulo de AMPc intracelular y que este estimulo se 
acompafia de incrementos significativos de la actividad 
de la prote!na quinasa. 
Por otra parte aunque no ha sido posible demostrar 
un efecto directo de la LH sobre la sintesis de proteinas 
por el tejido intersticial y preparaciones celulares -
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"in vitro" las incubaciones de c~lulas de Leydig con -
inhibidores de la sintesis de proteinas(cicloheximida, 
puromicina) y de RNA (actinomicina D) originan una r~p! 
da y completa abolici6n de la sintesis de testosterona 
estimulada por la hCG (54). 
La estimulaci6n de la sintesis de A~Pc por gonado-
tropinas sin embargo, no se ve afectada por la ciclohe-
ximida o actinomicina D. La situaci6n del sistema enz! 
matico adenil ciclasa en la membrana plasm~tica y su -
sensibilidad a los estimulos hormonales en una gran va-
riedad de sistemas de fragmentos celulares indican que 
la sintesis proteica no debe ser necesaria para la for-
maci6n del AMPc por la c~lula intacta durante la trans-
misi6n del mensaje hormonal al receptor. 
De esos resultados se desprende que la esteroidog~ 
nesis en c~lulas de Leydig requiere de la sintesis con-
tinuada de RNA y proteinas durante la estimulaci6n agu-
da con gonadotropinas. Parece ser que una proteina (o 
proteinas) reguladoras sintetizadas en el citoplasma -
seria necesaria en los primeros pasos de la cadena de -
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reacciones que tienen como resultado final la formaci6n 
de testosterona y que su funci6n estaria relacionada --
con la uni6n y traslocaci6n del cclesterol hacia la mi-
tocondria. 
Dicha protefna reguladora tiene una vida media de 
13 minutes como m~ximo (55) valor que concuerda con los 
encontrados en otros tejidos esteroidogenicos como la -
adrenal y el cuerpo luteo (56). 
En los mismos experimentos (55) se ha comprobado -
que la cicloheximida no afecta para nada la producci6n 
basal de testosterona por lo que en ese aspecto el tej! 
do testicular parece ser diferente de la glandula adre-
nal·y los foliculos ovaricos donde el tratamiento con -
cicloheximida o actinomicina D disminuy~n la producci6n 
basal tanto de corticnsterona como de progesterona. --
Puede ello deberse, puesto que se ha propuesto como -
una de las funciones de la proteina reguladora el tran~ 
porte del colesterol a la mitocondria, a que la celula 
de Leydig disponga de ese sustrato en cantidades suf! 
cientes para que la biosintesis basal de testosterona no 
se vea afectada por los inhibidores de la sintesis pro-
teica. 
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A este respecto Vander Vusse y col. (57)han demo~ 
trado que las preparaciones mitocondriales de tejido i~ 
tersticial de ratas adultas producen grandes cantidades 
de pregnenolona y que esa producci6n puede incluso in-
crementarse si los animales son tratados con LH antes -
del aislamiento de las mitocondrias. 
Otro tipo de estudios han contribuido a la creen-
cia de la necesidad de sintesis de proteinas y de RNA -
por parte de las celulas de Leydig durante la estimula-
ci6n de la sintesis de testosterona por la gonadotropi-
nas LH y hCG. 
Cuando se incuban celulas intersticiales con inhi-
bidores de la fosfodiesterasa, como teofilina (1 mM) o 
Mix (0.1 mM) se observa un incremento de los valores b~ 
sales de AMPc y testosterona e igualmente se incrementan 
el A}fPc y la testosterona estimulados por la hCG (58). -
Sin embargo cuando las concentraciones de estos inhibid~ 
res se hacen diez veces mayores se produce una disminuci6n 
de la testosterona inducida por la hCG al mismo tiempo -
que se origina una redu~ci6n de la sintesis de RNA y pr~ 
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tefnas. El AMPc estirnulado par la hCG aurnenta al trata-
rniento con los inhibidores enzirnaticos, lo que implica -
que el bloqueo de la esteroidogenesis provocado con esas 
dosis, ocurre a un nivel distante del sistema adenil ci~ 
clasa y que mas bien parece ser secundario a una inhibi-
ci6n de la sintesis de RNA y/o prote1nas puesto que am-
bos se ven disminuidos: 
Recienternente, ernpleando electroforesis en gel de 
poliacrilarnida se ha demostrado, en celulas de Leydig, -
la existencia de dos diferentes prote1nas, que pudieran 
ser importantes en la regulaci6n de la sintesis de tes-
tosterona par la LH (59). • Una de ellas es dependiente 
de LH, existiendo una estrecha relaci6n entre las dosis 
de LH necesaria para la m~xima producci6n de testostero-
na y aquella que se requiere para estimular su sintesis 
(60). Esto iria en apoyo de la participaci6n de esta -
proteins en la biosintesis aguda esteroidea, pero el he 
cho de que tenga una larga vida media (30 minutos) y 
que su aparici6n se detecte a las dos horas de incubaci6n 
de las celulas con LH no favorece esta hip6tesis, puesto 
que la producci6n de testosterona se puede incluso apre-
28 
ciar a los cinco minu~os de incubaci6n. No se descarta 
sin embargo la posibilidad de que esta proteina ejerza 
un papel importante en los efectos cr6nicos de la hormo 
na gonadotropa sobre las celulas de Leydig. 
E.- Lugar de acci6n de la LH en la esteroidogenesis 
Puesto que la esteroidogenesis se ve modulada por -
las hormonas tr6ficas en el paso de colesterol a pregn~ 
nolona (61 y 62) es posible que sea ahi precisamente --
donde los sustratos fosforilados por la proteina quina-
sa tengan su esfera de acci6n. 
Tales protefnas podrian muy bien ser necesarias pa-
ra el transporte del colesterol hacia las mitocondrias 
o para la actividad enzim~tica del sistema colesterol 
pregnenolona. 
Pudiera ser tambien que su influencia se ejerciera 
en un estadio anterior, puesto que se ha comprobado, --
tanto en testiculo como en ovario, que la LH e incluso 
la PRL, afectan la sintesis y metabolismo de los esteres 
de colesterol (63). 
29 
En el testiculo de rat6n el tratamiento con PRL prg 
mueve la acumulaci6n de ~steres de colesterol y origina 
incrementos en la producci6n de andr6genos en presencia 
de LH (64). Una vez formado el colesterol libre en el 
citoplasma se une probablemente a una proteina transpor 
tadora y se introduce en la mitocondria para su conver-
sion a pregnenolona (65). Dentro del citrocromo P450-
dos son los lugares que participan en la reacci6n enzi-
m~tica para la conversion de colesterol a pregnenolona~ 
Esta reacci6n enzim~tica depende de una compleja mezcla 
de oxidasas que inserta grupos oxidrilo en los CZO y -
CZZ de la mol~cula de colesterol antes del comienzo de 
la cadena de reacciones que tienen como resultado final 
la producci6n de pregnenolona (66). 
La fosforilaci6n "in vitro" de sustratos de este -
sistema enzim~tico por la protefna quinasa dependiente 
de AMPc, produce incremento en su actividad (67), sien-
do este un posible modo de control de la sintesis de es 
teroides dependientes de la LH. (Vease Fig. 3). 
La conversion de pregnenolona a testosterona, que 
tiene lugar en el reticulo endopl~smico liso necesita -
por lo menos deS reacciones enzimaticas: 17ol..hidroxila 
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sa, 17-20 liasa, 17 0 hidroxiesteroide deshidrogenasa, 
3 0 hidroxiesteroide deshidrogenasa y 6 5-3 ceto isome 
rasa. 
En la Fig. 4 se puede observar un esquema mas am-
plio de la producci6n de T a partir de los precursores 
de colesterol. En testiculo de rata la pregnenolona -
se convierte en testosterona via progesterona, 17~ hi-
droxiprogesterona y androstendiona a trav~s de la ruta 
llamada 6 4 (68). 
Por el contrario la via ~ 5 a trav~s de la 17 ~ 
hidroxipregnenolona y dehidroepiandrosterona parece ser 
el camino mas importante para la formaci6n de andr6ge-
nos en el testiculo humane (69). 
La secuencia enzimatica y las contribuciones de -
las dos rutas biosint~ticas ~ 4 o ~ 5 dependen de las 
diferentes especies, pero todos los pasos de la sinte-
sis androg~nica pueden estar estimulados por el trata-
miento prolongado con LH o hCG. Sin embargo, tales --
efectos de las gonadotropinas son manifestaciones de la 
acci6n tr6fica de la LH en el testiculo, y no estan ne-
cesariamente relacionados con la regulaci6n aguda de la 
secreci6n de esteroides por las c~lulas intersticiales. 
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2. REGULACION H0Rt.10NAL DE LA SINTESIS DE ANDROGENOS 
Aunque los estudios "in vitro" demuestran clararnel} 
te que la horrnona luteinizante LH es la unica hormona -
capaz de estirnular la esteroidogenesis testicular en -
ausencia de otras horrnonas, hay que hacer constar que 
bajo condiciones fisiol6gicas la regulaci6n de la sinte 
sis de andr6genos por el testiculo depende de un cornpl~ 
jo de horrnonas entre las que cabe destacar a las horrno-
nas pituitarias FSH, PRL y GH y algunos esteroide~ como 
E2 y T. 
A.- Influencia de la FSH 
Disponemos en la actualidad de abundantes datos -
que hablan en favor de la influencia de la FSH en la -
accion de la LH sobre los niveles plasrnaticos de testo~ 
terona y sobre el crecimient0 de las glandulas reprodu~ 
tivas androgeno-dependientes. Sin embargo, la interpr! 
taci6a de estos datos se ve complicada por el hecho de 
que una gran rnayoria de las preparaciones de FSH dispo-
nibles estan contarninadas en mayor o rnenor grado con P! 
quefias cantidades de LH. 
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La mayoria de los experimentos que se han llevado 
a cabo en este sentido han supuesto el tratamiento de 
ratas hipofisectomizadas con diversas dosis de FSH. -
En unos casos el tratamiento con FSH produce un estimu 
lo de la respuesta testicular a la LH "in vivo" (42) y 
en otros casos lo que se origina es un incremento en -
la cantidad de testosterona producida "in vitro", as1 
como un aumento del numero de receptores para la LH -
(70). 
Sin embargo si se tratan las preparaciones de FSH 
con anticuerpo anti-LH, para eliminar la LH contarnina~ 
te, la estimulaci6n de la cantidad de andr6genos prod~ 
cidos por las c~lulas de Leydig de animales pretrata-
dos con FSH seve suprimida (71). 
Esto y el hecho de que las celulas de Leydig no -
contengan receptores para FSH hacen cuestionable, para 
algunos autores, la importancia de esta hormona en el 
mantenimiento de la funci6n esteroidog~nica testicular. 
Por el contrari6, en recientes trabajos con ratas 
inmaduras hipofisectomizadas pretratadas con hormona -
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FSH altamente purificada, se ha encontrado que la res-
puesta del testiculo a la LH, evaluada determinando la 
cantidad de testosterona secretada a la circulaci6n, -
se encuentra incrementada (72). 
Los mismos resultados obtienen Chen y col. (73) -
donde no s61o la respuesta esteroidogenica a la LH se 
encuentra incrementada sino que esta se acompafia de un 
aumento en el numero de receptores para la LH. 
No hay que olvidar tampoco que se ha postulado la 
existencia de mecanismos que controlan la regulaci6n -
del numero de receptores diferentes de aquellos que --
controlan la funci6n esteroidogenica testicular (73). 
Lo oue si parece cierto, por todos los cambios -
que se apuntaban anteriormente, y puesto que existe en 
rata incremento del numero de receptores de LH parale-
lo al aumento plasmatico de los niveles de FSH entre -
los dias 15 y 35, (74), es que la hormona FSH desempe-
fia un papel importante en la formaci6n de los recepto-
res de LH durante la aparici6n de la pubertad. 
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B.- Influencia de la PRL 
Se sabe que las c~lulas de Leydig poseen recepto-
res de PRL (75 y 76) y existen diversos trabajos que -
apuntan hacia una estrecha relaci6n entre las altera-
ciones de los niveles end6genos de PRL y la funci6n -
testicular (77), aunque el mecanisme por el cu§l la -
PRL afecta la maquinaria esteroidogenica de las c~lu-­
las de Leydig es desconocido hasta el momenta. 
Por una parte parece ser que la PRL ejerce sus ac 
ciones en el testiculo a trav~s de la inducci6n del nu 
mero de receptores de LH, incrementando su numero, 
puesto que la PRL actua potenciando l~s efectos de la 
LH tanto sabre la espermatogenesis como sobre la sin-
tesis y secreci6n de testosterona (78). Asi, se ha --
comprobado que la PRL aumenta el numero de receptores 
de LH en rat6n dwarf (PRL deficiente) y en hamsters SQ 
metidos a periodos cortos de luz (79, 80 y 81). 
Por otra parte segun Purvis y col. (71) el trata-
miento de ratas hipofisectomizadas con PRL no modifica, 
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cort respecto a los animales control, la maxima respue~ 
ta esteroidogenica aunque en todos los casos ese trata 
miento produce incremento en el nurnero de receptores -
de LH. 
Mas recienternente se ha comprobado que la PRL ac-
tua sinergisticarnente con la LH para estimular "in vi-
tro" la respuesta maxima esteroidogenica en testiculos 
descapsulados de ratas hipofisectomizadas (82). 
Otro posible mecanisrno de acci6n de la PRL en el 
testiculo nos lo sugiere el hecho de que el tratamien-
to de ratones normales y ratones PRL y GH deficientes 
con PRL, incrementa la concentraci6n de colesterol es-
terificado en el testiculo (83) y se sabe que los est~ 
res de colesterol constituyen el principal "pool" de -
precursores para la esteroidogenesis. 
Es posible tambien que la PRL aun actue en el te~ 
ticulo estimulando directamente las enzimas esteroido-
genicas 3 ~ y 17 ~ hidroxiesteroide deshidrogenasas (85). 
Ademas de estas posibles acciones directas de la 
PRL sobre las celulas de Leydig, probablemente sea, -
esta hormona, capaz de afectar la esteroidog~nesis de 
una manera indirecta, ya que se ha comprobado que en 
rat6n dwarf (86) y ratas hembra inmaduras (87) pretr~ 
tadas con PRL, los niveles perif~ricos de FSH se en-
cuentran incrementados. 
Tambien es importante senalar que las acciones -
de la PRL.en el testiculo podrian estar restringidas 
a un cierto per1odo en el desarrollo puberal ya que -
en ratas inmaduras los niveles plasmaticos de PRL au-
mentan entre los dias 30 y 55 paralelamente a los in-
crementos de testosterona, al aumento del numero de 
receptores de LH y a la mayor capacidad del testiculo 
para responder a la LH en terrninos de producci6n de -
testosterona (77, 88 y 89). 
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Es interesante hacer notar que cuando las celulas 
de Leydig se ven expuestas a elevadas concentrariones 
de prolactina como ocurre en ratas, por tumores produ~ 
teres de PRL (90) o en humanos en situaciones de hiper 
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prolactinemia (91), la funci6n esteroidogenica seve -
disminuida, aunaue el mecanisme por el cu§l este efec-
to negative tiene lugar es todavia desconocido. Pudie 
ra ser que estes efectos estuvieran mediados por la -
adrenal. Se sabe que las adrenales contienen gran can 
tidad de receptores de PRL (92), que la hiperprolacti-
nemia estA asociada con um hipertrofia adrenal (93) y 
que los esteroides adrenales pueden inhibir la produc-
ci6n de testosterona por el testiculo (94 y 95). 
C.- Influencia de la hormona de crecimiento 
Teniendo en cuenta la similitud estructural entre 
la GH y la PRL y el solapamiento de sus actividades -
biologicas podria esperarse que ambas hormonas tuvie-
ran efectos comparables en la funcion testicular. 
Se h~ comprobado en raton dwarf con deficiencia -
congenita de GH y PRL que la administracion de cualqui~ 
ra de las dos hormonas puede estimular la espermatog~n~ 
sis (96) e inducir fertilidad. Asi mismo en hamster con 
regresion testicular provocada por snmetimiento de los 
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animales a periodos cortes de luz, el tratamiento con -
GH incrementa la uni6n de la LH a los preparados testi-
culares, asi como los niveles plasm~ticos de testosterg 
na (97). Aunque son varies los investigadores que acep 
tan la influencia positiva de la GH en las celulas de 
Leydig, todavi~ no se sabe si es esta una acci6n direc-
ta o si est~ mediada indirectamente por otros factores 
como la Somatomedina. 
En recientes estudios (82) se ha comprobado que el 
tratamiento de ratas hipofisectomizadas con l,H corrige 
la disminuci6n de receptores de LH que normalmente tie-
ne lugar tras la hipofisectomia. Parece pues que la -
hormona de crecimiento al igual que la PRL, lo que hace 
es regular el n6mero de receptores de LH por celula: de 
Leydig, aunque es posible que su acci6n sea por un mec~ 
nismo diferente al de la PRL, ouesto que en esos mismos 
experimentos se ha visto que la GH a diferencia de la -
PRL, es incapaz de mantener el n6mero de receptores de 
LH en ratas intactas o hipofisectomizadas que hahian s! 
do tratadas con diferentes dosis de LH. 
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Asi como la PRL y la GH parecen ser necesarias P! 
ra el mantenimiento de una concentraci6n normal de re-
ceptores de LH en el testiculo, la respuesta testicu-
lar a la LH medida en terminos de producci6n de testo~ 
terona parece depender principalmente de la hormona 1~ 
teinizante. Sin embargo, algunos autores han observa-
do efectos positives de la GH y no de la PRL en la re~ 
puesta testicular a la LH (82). 
Es posible que estos efectos de la hormonn de ere 
cimiento sean de una mayor importancia fisio16gica du-
rante la pubertad puesto que en ratas inmaduras hipof! 
sectomizadas la administraci6n de GH potencia signifi-
cativamente la respuesta testicular a la LH ex6gena 
(98). 
En cualquier caso ya que hasta el memento no se -
ha demostrado la existencia de receptores especificos 
de GH en las celulas de Leydig el efecto directo de e~ 
ta hormona sabre las celulas intersticiales sigue sien 
~o mera especulaci6n. 
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D.- Influencia de los Estrogenos y Andr6genos 
La administracion de esteroides gonadales tanto a 
h~mbres normales como enanimales intactos provoca una 
disminucion de la producci6n de andr6genos, atribuyen-
dose este efecto a la inhibici6n de la secreci6n de &Q 
nadotropinas con acciones secundarias sobre la funci6n 
endocrina testicular. (99, 100 y 101). 
Mientras que este es realmente el mecanisme que -
podria explicar la acci6n de andr6ge~os y estrcgenos 
sobre la secreci6n de testosterona, la presencia de re 
ceptores de estradiol (102) y testosterona (103) en ce 
lulas intersticiales y el hecho de que los cambios 
plasmaticos de LH no se relacionen con la reducci6n de 
la producci6n de testosterona (104) son compatibles 
con la idea de que los estr6genos y andr6genos puedan 
ejercer una acci6n inhibitoria directa en la funci6n -
de la celula de Leydig. 
De hecho el tratamiento de ratas hipofisectomiza-
das con propionate de testosterona origina una reduc -
cion considerable de la cantidad maxima de androgenos 
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producidos "in vitro" en respuesta ala hCG (105). Es-
tos carnbios no se acornpafian de alteraci6n alguna en el 
nurnero de receptores de LH r parecen constituir un efec-
to cr6nico de los andr6genos sobre las enzirnas esteroido 
g~nicas. 
Por otra parte con la adrninistraci6n cr6nica de e~ 
tr6genos tanto a sujetos norrnales {106J como a ratas 
(107) se consigue disrninuir los niveles de testosterona 
sin que ocurran carnbios detectables en los niveles plas-
rn§ticos de LH. Tarnbi€n el tratarniento "in vitro" de tes 
ticulo de rata con estradiol da lugar a una reducci6n --
significativa de la acurnulaci6n de testosterona estimula 
da por la hCG (108). 
Mas recienternente Van Beurden y col. (109) han de-
rnostrado que e) tratarniento de ratas hipofisectornizadas 
con estradiol, contrarrestra el efecto estirnulador de la 
FSH sobre la respuesta de las c~lulas de Leydig a la LH, 
efecto que se lleva a cabo a trav~s de una inhibici6n -
directa de la actividad de la enzirna 17 ~ hidroxilasa -
resultando asi una conversi6n reducida de pregnenolona a 
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esteroides c19 y una mayor producci6n de 3 ~ hidroxi-5~ 
pregnan-20-ona. 
En el mismo sentido se han realizado los estudios 
de Dufau y col. (110), confirmandose en ratas inmadu-
ras hipofisectomizadas, la acci6n inhibitoria directa 
de los estr6genos sobre la funci6n esteroidogenica de 
la celula de Leydig. El hecho de que no se detecten -
modificaciones en el AMPc producido por testiculos de 
ratas tratadas con estr6genos mientras que la respues-
ta esteroidogenica en esos mismos tejidos se encuen -
tra significativamente disminuida, apoya la idea de --
que la acci6n inhibitoria de los estr6genos ~n la eel~ 
la de Leydig se ejerce P.n un estad1o distante de la a~ 
tivaci6n del receptor y de la formaci6n del AMPc. y 
que como se apuntaba anteriormente esta acci6n se ejer 
ce sobre enzimas especificas responsables de la biosi~ 
tesis de testosterona. 
Aunque varios estudios han jndicado que los estr6-
genos pueden ser sintetizados por-las celulas de Leydig 
(111), las observaciones de Jong y col. (112) muestran 
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que el estradiol es sintetizado en los tubulos semini-
ferns y acumulado principalmente en el tejido interst! 
cial. 
Tambien se ha comprobado que cultivos de celulas 
de Sertoli son capaces de aromatizar testosterona a es 
tradiol en un proceso que es FSH dependiente (111). 
Sin embargo, a pesar de las dudas existentes acer 
ca de la contribuci6n relativa de los dos compartimen-
tos testiculares en la producci6n de estr6genos, lo que 
es un hecho evidente es que estos desernpefian un papel -
importante en la regulaci6n intratesticular de la fun-
ci6n de la celula de Leydig. 
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OBJETO DE LA TESIS 
La intervenci6n del AMPc como segundo mensajero de 
la acci6n de la LH en la c~lula de Leydig, estaba ampli~ 
mente documentada (111, 113 y 115). Existian sin embar-
go dudas sobre la posibilidad de que algun otro mensaje-
ro participara de la acci6n intracelular de la LH puesto 
que se habian observado discrepancias entre la cantidad 
de LH necesaria para estimular la producci6n de testost~ 
rona y aquella que originaba un aumento significative de 
la sintesis de AMPc (47 y 48). 
El objetivo del presente estudio fuE investigar la -
posibilidad de que otro nucle6tido, el GMPc, fuera el re~ 
ponsable de la acci6n de la LH sobre la esteroidog~nesis, 
cuando se utilizan concentraciones pequefias de hormona gq 
nadotropa para conseguir los estimulos en la producci6n -
de testosterona. 
Ya se habia propuesto para el GMPc una acci6n parec! 
da en c~lulas aisladas de adrenales donde los niveles de 
ccrticosterona y AMPc producidos tras la estimulaci6n con 
dosis bajas de ACTH, mostraban esa misma disociaci6n (35). 
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La utilizaci6n de c~lulas de Leydig, obtenidas por 
tratamiento de testiculos descepsulados con colagenasa 
y posterior purificaci6n de las suspensiones celulares 
con Ficoll y Dextrano (116) nos proporcionaba el medic 
ideal, uniforme y especifico, para el estudio de los --
procesos de la celula de Leydig que eran dependientes -
de la LH. 
Las valoraciones del contenido celular de testost~ 
rona y AMPc se llevaron a cabo segun las t~cnicas ya a~ 
teriormente descritas. Par la determinaci6n del G~Pc -
sintetizado por estas c~lulas, fu~ necesaria la estand~ 
rizacion del metodo de Radioinmunoensayo, con las modifi 
caciones necesarias para detectar el bajo contenido celu 
lar. 
Hemos qu~rido tambien estudiar la influencia de la 
PRL sobre la secreci6n de testosterona estimulada por la 
LH. La importancia de esta influencia sobre la regula--
cion de la funci6n de las c~lulas de Leydig se desprende 
de observaciones varias. Por ejemplo el tratamiento de ra 
t6n PRL deficiente con PRL restaura la fertilidad en estes 
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animales (117), la administracion de inhibidores de la 
secrecion de PRL a raton macho hace disminuir los nive 
les plamaticos de testosterona (78) y en hombres norm~ 
les se ha comprobado que las elevaciones perif~ricas -
de testosterona durante el suefio, se acompafian de las 
correspondientes elevaciones plasm§ticas de la PRL 
(118). 
Puesto que es posible que la hipotetica acci6n di-
recta de la PRL sobre la sintesis de testosterona por -
el compartimento intersticial este limitada a un cierto 
periodo del desarrollo sexual, hemos estudiado ademas -
el efecto de la PRL sobre la producci6n de testosterona 
en ratas inmaduras. Se sabe que en ratas j6venes los -
niveles de PRL aumentan considerablemente entre los dias 
30 y 55 de edad (77) aumentos que se acompaftan de incr~ 
mentes del numero de receptores de LH y de la concentra 
cion plasmatica de testosterona (74). 
En ambos casos se han determinado la testosterona -
y el AMPc producidos por las celulas (con o sin PRL) tras 
dos horas de incubaci6n en presencia de LH. 
M A T E R I A L Y M E T 0 D 0 S 
1. MATERIALES 
-Las hormonas oLH (NIH-LH-S20; 1.19 IU/mg)y bPRL-
(NIH-P-BS; 32.2 IU/mg) han sido donadas por Nati9 
nal Institutes of Health, Bethesda, Md, (U.S.A.). 
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- Los nucleotidos 3H-AMPc, 3H-GMPc y 3H-Testostero-
na con actividades especificas 26, 27 y 26 Ci/mmol 
respectivamente se obtuvieron de Radiochemical -
Centre. Amersham. 
-La resina cambiadora de iones Dowex (200-400 mesh), 
y el inhibidor de la fosfodiesterasa, Mix (3 isobu-
til - 1 rnetil xantina) procedian de Serva. (Alerna-
nia). 
- La colagenasa era de Worthington (U.S.A.). 
- El inhibidor de Tripsina (lima bean, tipo II), la -
Alb6rnina bovina (BSA, fracci6n V)~ los nucle6tidos 
AMPc y GMPc y la testosterona, se obtuvieron de Sig-
ma (U.S.A.). 
- El Ficoll 400 se obtuvo de Farmacia (Suecia). 
2. APARATOS 
- Incubador-Agitador (LAB-Line/Dubnoff) de velocidad y 
temperatura g~aduables con doble entrada para gases. 
- Microscopic (CARL-ZEISS) Laboval 2. 
- Sonicator cell Discruptor, W 185-F2 (Heat Systems 
Ultrasonics) de frecuencia 20 KHZ. 
- Guillotina. 
- Contador de centelleo liquido, Packard Mod. 3255 
- Contador de radioactividad Y , Packard Mod. 5210 
- Centrifuga refrigerada, Sorvall RCS 
3. MODELO EXPERIMENTAL UTILIZADO 
3.1 Animales 
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Se utilizaron ratas Wistar adultas de 8 a 10 semanas 
con pesos comprendidos entre 300 y 340 gramos v ratas pG-
beres de 6 a 7 semanas con pesos que variaron entre los -
200 y 400 gramos. Los animales permanecieron bajo condi-
ciones controladas de luz (14 horas luz y 10 oscuridad) y 
temperatura (20-22°C) con acceso libre a una dieta normal 
estandar. 
3.2 Obtenci6n de celulas intersticiales 
Las ratas fueron decapitadas siempre entre las 10 y 
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12 de la manana y los testiculos extraidos ydes~psula­
dos de su tunica albuginea. Los testiculos se incuba--
ron de dos en dos con 7 ml de colagenasa (1mg/ml) segun 
el metodo descrito por Janszen y col. (116). Despues -
de la centrifugaci6n de las celulas en una soluci6n de 
Ficoll al 13% (w/v) y 0.2\ de albumina para incrementar 
el procentaje de celulas de Leydig, el sedimento se re-
disolvi6 en buffer KRBG pH 7.4, conteniendo O.lmg/ml de 
inhibidor de tripsina. (Vease Tabla 1·). 
La densidad de la suspensi6n celular se deterrnin6 
contando las celulas nucleadas en un hematocrito, util! 
zando en algunos casos como marcador de las celulas me-
todos histoquimicos para la dernostraci6n de la existen-
cia de la enzima 3 0hidroxisteroide deshidrogenasa (119 
y 120). 
Testes 
T A B L A 
Incubar 2 en 7rnl colagenasa 
(lrng/rnl) 20-25' a 37°C 
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Afiadir 1Srnl suero fisiol6gico 
dejar reposar 10' y filtrar 
·Tubulos 
Desechar 
Sobrenadante 
Desechar 
Suspensi6n intersticial 
Centrifugar en Sml Ficoll al 
13\ (w/v) y 0.2\ alburnina a 
3000 r.p.rn. 4°C. 
Redisolver sedimento 
en O.Zrnl KRBG, con -
inhibidor de Tripsi-
na (O.lrng/rnl) 
Con~aje de celulas 
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3.3 Incubaciones y extracci6n de AMPc, GHPc y Testoste-
rona 
Una vez obtenida la suspensi6n celular, las incuba-
ciones (1.10 6-3.10 6 c~lulas nucleadas/ml) tienen lugar-
en un volumen total de 0.25 ml, por un periodo de dos ho 
ras, a 32°C, en atmosfera de o2 :co2 (95:5%v/v) y agitan-
do a una velocidad de 76 ciclos/minuto. La adici6n de -
la hormona se realiza en buffer KRBG, en presencia de --
~fiX (3 isobutil-1 metilxantina) O.SmM., un inhibidor "de 
la fosfodiesterasa, enzima que degrada los nucle6tidos -
ciclicos. La reacci6n se par6 colocando los tubos en --
hielo y las c~lulas fueron asi homogeneizadas por sonic~ 
ci6n durante 5" a 20 KHz con una amplitud de Sum, despu~s 
de la adici6n de 3H-AMPc, 3H-GHPc y 3H-Testosterona 
(~ 20.000 dpm) para controlar las posibles p~rdidas por 
el proceso de extracci6n. 
Las proteinas se precipitaron con acetona y despu~s 
de la extracci6n de la testosterona con ~ter, el residue 
acuoso se cromatografi6 en una columna cambiadora de --
iones para separar el AMPc del GMPc. 
3.4 Cromatografia en resina cambiadora de iones 
Como resina cambiadora se utiliza Dowex II+form 
(200-400 mesh). Las columnas, de 2.5 em de altura, se 
preparan en pipetas Pasteur empleando una para cada t~ 
bo de incubaci6n y pasando 3 ml de H2o bidestilada an-
tes de proceder a la cromatografia (121). 
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A las muestras se les precipita las proteinas con 
acetona (2 ml x 3) y despues de secar en corriente de 
N2 a 45°C el extracto acuoso se extrae con eter (2 x 3 
ml) llevandose mas tarde hasta 1 ml con H2o bidestila-
da. 
La eluci6n de la rnuestra (1 ml) se hace en el mis 
rno rnedio, desechando el primer rnl. La porci6n que con 
tiene GMPc aparece en los 0.9 siguientes, siendo los 3 
ml posteriores los que contienen el AMPc. 
4. METODOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION DE AMPc 
GMPc Y TESTOSTERONA 
4.1 DETERMINACION DE AMPc 
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Las determinaciones de AHPc se hicieron mediante -
competici6n del nucle6tido marcado y no marcado por una 
proteina dependiente de AMPc "Competitive Binding Assay". 
4.1. 1 Obtenci6n de la proteina receptora y titulaci6n 
Para la obtenci6n de la protefna se ha seguido ese~ 
cialmente el metodo descrito por Brown y col. (122). El 
tejido, adrenales bovinas, (56.5 g)~ se homogeniza en 
tamp6n TRIS SO mM pH 7.4, conteniendo O.ZSM de Sacarosa, 
2SmM de KCl y S mM de Mg Cl 2 , en una proporci6n de 1.5 -
peso/volumen. El extracto resultante, despues de centr! 
fugar a SOOOg durante 15 minutos a 4°C se guarda en par-
ciones de 0,5 ml a - 20°C. 
La titulaci6n de protefnas, se lleva a cabo afiadie~ 
do diferentes diluciones de protefna (1/4, 1/8, 1/16, --
1/32 y 1/64), a una misma cantidad de 3H-A!-1Pc (~ 0.5 pm). 
El volfimen final de incubaci6n y el tiempo son los util! 
zados en el ensayo de saturaci6n. 
4. 1.2 Metoda de saturaci6n 
El metodo utilizado esta esquematizado en la Tabla 
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T A B L A 2 
PROCEDIMIENTO PARA EL ENSAYO DE SATURACION DE At-fPc 
- La curva estandar abarca desde 156 a 2.50G pg/tubo 
- Muestras a analizar en 150 ul 
- Afiadir 50 ul de la soluci6n de 3H-AMPc (~ 9000 cpm) 
- Afiadir 100 ul de la proteina dependiente de AMPc. Dilu-
ci6n 1/30 
- Completar vol6men hasta 300 ul con buffer TRIS-HCl pH 
7. 5 
- Incubar durante 90 minutes a 4°C 
- Afiadir 100 ul de una suspensi6n de carb6n animal (1g/10ml) 
con alb6mina al 2\ 
- lncubar durante 10 minutos·a 4°C 
- Centrifugar por espacio de 15 minutes a 3000 rpm a 4°C 
- Contar 100 ul del sobrenadante para determinar la frac-
ci6n unida a la proteina 
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4.1.3 Preparaci6n de las muestras 
El eluate que contiene el AMPc se !leva hasta un vo 
lumen de 5 ml con etanol y de ahi se ternan 500 ul para de 
terminar la recuperaci6n. Los volumenes a ensayar depen-
den de la cantidad que se espera encontrar. Se ternan no! 
malrnente entre 2 y 1 ml para las rnuestras con bajo conte-
nido de AMPc y de 0.5 a 0.25 ml para aquellas cuya conce~ 
traci6n es mayor. 
Se secan a 45°C en corriente de N2 y el extracto se 
redisuelve en 150 ul de buffer TRIS-HCI para ensayar. 
4.2 DETERMINACION DE GMPc 
Las valoraciones de GMPc se han llevado a cabo con 
el metodo de Radioinmunoensayo. El anticuerpo ernpleado -
(anti-GMPc) se ha obtenido en conejo por la inyecci6n de 
Succinil-GMPc conjugado con albumina humana (123). 
Con el fin de incrementar la sensibilidad uel ensayo 
se ha introducido la modificaci6n de Harper y col. (124), 
acetilando las rnues~ras y estaridars para poder detectar -
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las pequenas cantidades de este nucle6tido presentes en -
las c~lulas. 
4.2.1 Acetilaci6n de las muestras 
La acetilaci6n se hace directamente sobre el eluate 
de la columna que contiene GMPc, afiadiendo a temperatura 
ambiente 20 ul de trietilamina e inmediatamente 10 ul de 
anhidrido ~c~tico. La mezcla, despu~s de agitar durante 
20", se seca en corriente de N2 a 50°C y el extracto seco 
se redisuelve en 300 ul de buffer acetate SO mM pH 6.2, e 
inmediatamente se determina el contenido de GMPc. Todos 
los tubes de la curva estandar se acetilan en las mismas -
condiciones. 
4.2.2 M~todo de Radioinmuncensayo 
El metodo que esta esquematizado en la Tabla N? 3, 
es tasicamente el mismo que se describe en el Kit comer-
cial, s6lo que nosotros hemos introducido una modificaci6n 
para separar las fracciones libre y ligada. En lugar de 2° 
anticuerpo se ha utilizado una suspensi6n de carb6n animal 
a la concentraci6n sefialada. 
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TABLA 3 
PROCEDHHENTO PARA EL RADIOINMUNOENSAYO DE GHPc 
- La curva estandar abarca desde 10 a 1000 fentomoles/tubo 
- Acetilar muestras y estandars a 25°C 
- Afiadir 100 ul de 1251-ScGMP-TME (! 12000cpm) 
- Afiadir 100 ul de anti-GMPc (Diluci6n 1/10QOOO) conte-
nienuo BSA (10-30 mg/ml) 
- Completar voHi.men hasta 500 ul con buffer acetato SO mH 
pH 6.2 
- Incubar la mezcla durante 18-20 horas a 4°C 
- Separar las fracciones libre y ligada por la adici6n de 
100 ul de una suspensi6n de carb6n animal en huffer ace-
tato (2mg/ml)y 2.5 mg/rnl de albumina 
- Incubar durante 15 minutos a 4°C 
- Centrifugar a 3500 rpm a 4°C durante 10 minutos 
- Contar 1 ml del sobrenadante para deterrninar la radio-
actividad unida al anticuerpo 
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4.3 DETERMINACION DE TESTOSTERONA 
Para las determinaciones de testosterona por RIA -
(125) se ha utilizado el anticuerpo producido en conejos 
por la testosterona 3-(0-carboximetil)-oxima conjugada -
con albumina serica bovina segun la reacci6n de condensa 
ci6n de Erlanger y col. (126). 
4.3.1 Extracci6n de las muestras 
Las muestras procedentes del homogeneizado celular, 
se extraen con eter (3x2 ml), secando inmediatamente en 
corriente de N2 a 32°C la fase eterea. El extracto seco 
se redisuelve en 1 ml de etanol, tomando 0.5 ml para co~ 
trol dela recuperaci6n. Para el ensayo se utilizan di-
ferentes volumenes que varian desde 200 ul para las mues 
tras con menor contenido de testosterona hasta 10 y 20 -
ul para aquellas en las que se espera una mayor concen -
traci6n. Se seca nuevamente en corriente de N2 y se re-
disuelve en 250 ul de buffer bor~to para ensayar. 
4.3.2 Metoda de Radioinmunoensayo 
El procedimiento de Radioinmunoensayo esta esquem~ 
tizado en la Tabla N? 4. 
T A B L A 4 
PROCEDIMIENTO PARA EL RADIOINMUNOENSAYO DE TESTOSTERONA 
- Afiadir 20.000 dpm de 3H-Testosterona/20 ul a todos 
los tubos 
- Preparar curva estandar con 0, SO, 1 00, 150, 250 y 
500 pg de Testosterona en duplicado 
- Afiadir 250 ul de anticuerpo (diluci6n 1/2000 en -
buffer borato 0.05 MpH 8) conteniendo 0.06\ BSA 
y 0.05\ Y -Globulin 
- lncubar durante 16 horas a 4°C 
- Separar las fracciones libre y ligada par la adi-
ci6n de 500 ul de una suspensi6n de carb6n animal 
(250 mg/100ml en buffer borato) con Dextrano T 250 
(25mg/100ml) 
- Incubar durante 10 minutos a 4°C 
- Centrifugar par espacio de 10 minutos a 3000 rpm 
y contar 500 ul del sobrenadante en contador de -
centelleo 
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5. INCUBACIONES EN PRESENCIA DE LH Y DETEm1INACION DE 
AMPc Gt-1Pc Y TESTOSTERONA 
Las c~lulas obtenidas por dispersi6n en colagenasa 
se preincuban durante 2 horas a 32°C en atmosfera de o2 : 
co 2 (95/5\ v/v) con agitaci6n de 75 ciclos/rninuto. 
Las incubaciones, en presencia de LH ovina, con 
cantidades cornprendidas entre 0.1, 1, 10, 100 y 1000 ng/ 
rnl son por periodos de tiempo variables (5,10,20 rninutos 
y dos horas). 
Tras la incubaci6n la reacci6n se para en hielo y 
se deterrninan el AMPc, GMPc y la testosterona producidos 
en las diferentes condiciones. El primero de ellos se -
determina por "Protein Binding", expresando los resulta-
dos en prn/10 6 eel. Las evaluaciones de GMPc y testoste-
rona se hacen por RIA y los resultados se dan en fento -
rnol/10 6 y ng/10 6 c€1ulas respectivamente. (V€ase Tabla 
t-J~ 5). 
64 
T A B L A 5 
0.4-0.8x106 cel/tubo 
en KRBG/inhibidor 
Trips ina 
* Se detiene la reacci6n y 
despues de la extracci6n 
se determina la producci6n 
de AMPc, GMPc y T. 
Adici6n LH 
en KRBG/Mix 
* * * 
2h. 5' 10' 20' 
* 
Zh. 
Preincubaci6n Incubaci6n Tiempo 
T~ 
Atmosfera 
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6. INCUBACIONES EN PRESENCIA DE PRL Y LH Y DETERMINA-
CION DE AMPc Y TESTOSTERONA 
Las c~lulas se preincuban durante dos horas con d~ 
ferentes dosis (60 y 600 ng/tubo) de bPRL e inmediata-
mente se incuban por un periodo de otras dos horas en -
presencia de 0.5, 10 y 100 ngLH/ml, siempre a 32°C yen 
Al final del periodo de incubaci6n se analizan el 
AMPc y la testosterone producidos como se ha descrito -
anteriormente y expresando los resultados en pm/10 6 y -
ng/10 6 c~lulas respectivamente. (V~ase Tabla N? 6). 
7. ESTUDIO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS 
En todos los experime~tos fue realizado el estudio 
estad:istico de los grupos "control" £rente a los grupos 
"tratados" aplicando el test de la "t" de student y ob-
servando la significaci6n estadistica mediante el c~lcu-
lo de "p". 
·rlf·" 
T A B L A 6 
0.4-0.8~10 6 cel/tubo 
+ bPRL/KRBG 
(60,600ng/tubo 
Adici6n LH 
en KRBG/Mix 
2 h. 
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* Se detiene la reacci6n 
y despues de la extra~ 
ci6n se determina la -
producci6n de AHPc y T. 
2 h. 
Preincubaci6n Incubaci6n Tiempo 
T~ 
o2 :co2 (95:5\,v/v) Atmosfera 
R E S U L T A D 0 S 
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1. DETERMINACION DE AMPc POR "PROTEIN BINDING" 
Los metodos m~s extendidos en la valoraci6n de At-fPc 
se basan en la competici6n del nucle6tido marcado y el -
no marcado por anticuerpos especificos o p~oteinas recep 
toras. En corteza de adrenales bovinas y otros tejidos, 
existen proteinas de una gran afinidad por el At-fPc. Por 
la facilidad de su preparaci6n es por lo que se han ele-
gido las adrenales como la fuente de obtenci6n de una --
proteina que nos ha servido para la determinaci6n de MtPc 
tanto en extractos celulares como en plasma y orina. 
El desarrollo de este tipo de ensayos competitivos, 
supone primerarnente un estudio de la diluci6n idonea del 
agente ligante (anticuerpo 0 proteina) para pasar mas --
adelante a la cornprobaci6n de que el ensayo reune carac-
teristicas rninimas como buena sensibilidad (detecci6n de 
pequefias cantidades de muestra problema) y precision 
(con variaciones intra e interensayo aceptables) asi co-
mo una elevada especificidad (no interferencia en cornpues 
tos sirnilares) y constante de asociaci6n en los limites -
deseados. 
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Todo ello ha sido verificado para nuestro ensayo -
de AMPc. 
1.1 Titulaci6n de Prote1nas 
La titulaci6n de protefnas se ha llevado a cabo como 
se ha descrito en el capitulo anterior escogiendo dilucio 
nes que varian desde 1/4 hasta 1/64 (Fig. 5). 
La mayoria de las determinaciunes se han realizado -
con la proteina P3 de la que podemos observar (Fig. 6) --
que se han heche diferentes curvas estandar con tres de : 
las diluciones sefialadas. 
1.2 Evaluaci6n de la curva estandard:precisi6n,sensibili-
dad, constante de asociaci6n y especificidad. 
a) Precisi6n 
En la Fig. 7A est~n representados los perfiles de pr~ 
cisi6n de las curvas estandar con diluciones 1/15 y 1/30.-
Con la diluci6n 1/30 vemos que se alcanzan C.V. menores de 
un 12% a todo lo largo de la curva estandar, especialmente 
en la zona comprendida entre 256 y 625 pg/tubo donde tiene 
LIGAOO 
zo~ 
1:4 1:8 
\ 
\ 
~ .. 
'· 
1:18 
·· ........ . 
............. 
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TITULACION DE OIFERENTES 
......... "c... ... 
1:32 
PROTEJNAS 
............... 
........ 
............................ _ 
p- 2 
•• .. .() A· S 
1:64 
FACTOR OE OILUCION 
Fig. 5.- Curva de titulaci6n de proteinas. El porcentaje de 3H-
AHPc ligado a la proteina se calcula dividiendo las 
c.p.m. unidas a la proteina por las c.p.m. totales. 
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CURVAS ESTANDAR 
CON DIFERENTES DILUCIONES 
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........ 
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'"'-.. .._ __ 
----r____ 1/20 
--~--1/30 
78 156 312 625 1.250 2.500 
pg AMPe I tubo 
Fig. 6.- Curvas estandar con 100 ul de proteina a diluciones 
1/10, 1/20 y 1/30. El cociente BIT se calcula divi-
diendo la radioactividad unida a la proteina por 
las c.p.rn. totales. 
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Fig. 7.- Perfil de precisi6n de la curva estandar. Estan 
representados los coeficientes de variaci6n (A) 
y las correspond ientes S.D. (B) para cad a una de 
las dosis de la curva estandar. 
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lugar la mayoria de las lecturas de nuestras muestras -
problema, por lo que ha sido la diluci6n escogida para 
todos nuestros ensayos. 
b) Sensibilidad y constante de asociaci6n 
La sensibilidad (dos desviaciones estandar respe~ 
to del nivel cero de la curva de calibraci6n) es tambien 
ligeramente mayor con la diluci6n 1/30 (Fig. 7B). La-
sensibilidad alcanzada es 0.25 pm. 
Para esta diluci6n la determinaci6n de la constante 
de asociaci6n segfin el metodo de Scatchard y col. (127 y 
128) ha dado 0.5 x 109 litros/Mol, siendo la concentraci6n 
de proteina receptora q=1,1 x:10- 9 Mol/litro (Fig. 8). 
La Fig. 9 muestra una media de 8 curvas estandar de 
todas las realizadas en el periodo-de dos afios consecuti-
vos en las condiciones descritas en Ja secci6n de metodos! 
El tiempo de contaje de las muestras es de S minutos con -
una actividad total de AMPc tritiado de ! 9000 c.p.m. 
8/F 
0.6 
0.5 
0.4 
0.3 
0.2 
0.1 
K = 0;,. 109 litros /mol. 
q = 1,1 . lO...g mol./litro 
K =- PENDIENTE 
0.2 04 0.6 0.8 1 1.2 14 1.6 [ 8] 
n moJ. I litro AMPc 
Fig. 8.- Representaci6n Scatchard de una curv~ estandar. 
B es la porci6n de MfPc unido a la proteina y F 
la porci6n libre. La pendiente nos proporciona 
la constante de afinidad de la proteina y el --
corte con el eje de las X la concentraci6n to--
tal de los lugares de uni6n. 
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0/o 8 IT 
II 
40-
30 
20 
10 
CURVA ESTANDAR 
! X ± SE M 
( n = 10) 
156 312 625 1256 2.500 
pg AM Pel tubo 
Fig. 9.- Curva estandar tipica de AMPc. Los resultados son 
la media de 10 curvas ~ S.E.M. 
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En esas condiciones el cociente B/T maximo (porce~ 
taj e de 3H- AMPc unido a la prote ina en ausenc ia de A~1Pc 
estandar) es un 39.2 ~ 1.6%, actividad que se va perdie~ 
do paulatinamente en el periodo de almacenaje de la pro-
teina receptora (dos afios) al mismo tiempo que se obser-
va (Fig. 10) un empeoramiento de los perfiles de preci-
cion de la curva estandar. 
c) Especificidad 
En cuanto a la especificidad, puesto que se sabe -
de la existencia de GMPc tanto en celulas de Leydig como 
en las muestras bioJogicas para las que se ha utilizado 
el ensayo (sangre y orina) se han hecho reacciones cruz! 
das GMPc- protelna AMPc dependiente. Como se deduce de 
la Fig. 11 se necesita aproximadamente una cantidad de 
GMPc 150 veces mayor que la de AMPc para producir una r~ 
ducci6n equivalente en la uni6n de AMPc tritiado, lo que 
excluye una reacci6n cruzada entre ambos nucle6tidos. 
1.3 Tecnica de saturaci6n 
Para la separaci6n de las fracciones libre y ligada, 
se utiliza una suspensi6n de carbon animal, adsorvente de 
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C. V. 0/o 
20 
16 
12 
8 
4 
"BINDING" 
N.S.B. 
18-6-79 
156 312 625 1250 2500 pg AMPc 
b. 38. 7°/o 
b. 1. 1 °/o 
• 40.0 °/o 
• 2.3 °/o 
Fig. 10.- Perfil de precisi6n de 3 curvas estandar realiza-
das a diferentes tiempos despues de la obtenci6n 
de la protefna (20-5-1976). "Binding" es el por 
centaje del cociente BIT. -
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0/o NUCLEOTJDO LJGADO 
lo-s 
CONCENTRACION MOLAR DE NUCLEOTIDO 
Fig. 11.- Reacci6n cruzada del GHPc con el A~1Pc. Se han 
utilizado SO ul de nucle6tido y las condici~ -
nes del ensavo son las descritas en la secci6n 
de rnetodos. ' 
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f~cil uso, que proporciona a la concentraci6n empleada -
una adsorci6n de aproximadamente un 98% de la porci6n --
libre. La radioactividad inespecifica (radioactividad -
en el sobrenadante de los tubes que contienen 3H-AHPc, -
buffer y carb6n animal)no ha side superior en ningun ca-
so al 5%. 
El tiempo necesario para alcanzar el equilibria en-
tre 3H-AMPc y la proteina comienza a los 10' y perdura -
hasta los 90', como estaba descrito, por lo que ese ha -
side el tiempo escogido en todas nuestras experiencias -
(Fig. 12). 
1.4 Precisi6n del ensayo 
La reproducibilidad interensayo y precisi6n nos vie 
ne dada en las Tablas 7 y 8, donde se esquematizan los -
C.V. de dos diferentes muestras analizadas en varies en-
sayos consecutivos y en la Fig. 13 est~n representados -
los valores, obtenidos para un "pool" utilizado como es-
tandar interne en 15 ensayos realizados a lo largo de -
dos afios. 
T A B L A N°. 7 
SENSIBILIDAD,REPRODUCIBILIDAD INTRA-ENSAYO Y 
PRECISION 
DOS IS % UNION COEFICIENTE VARIACION 
PG AMPc % 
0 54.7:!: 1.01 .1.85 * 
78 51.8 :t 1.49 2.87 
156 46.4 ±1.03 2.21 
312 36.5 :t 1.90 5.20 
625 24.6! 0.87 3.56 
1250 15.8:!: 0.78 4.93 
2500 11.0 ± 0.61 5.54 
LOS ENSAYOS SE REALIZARON COMO SE DESCRIBE EN 
EL TEXTO.LAS MUESTRAS SE CONTARON DURANTE 5 
MINUTOS,LOS RESULTADOS EXPRESAN MEDIA ± DS 
(N=8) (N=6) * 
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REPRODUCIBILIDAD INTER-ENSAYO Y PRECISION 
OR INA PLASMA 
PM AMPc/50~L MUESTRA PG AMPc I 100 j4L 
DOS IS CGEF. VAR. DOS IS COEF. VAR. 
375 ± 36 .4· 9.6 % 395 ±45.5. 11.5 % 
688 ± 53 I 4::. 7.7% 256 ±38 .2. 11.9 % 
344 ± 34 .2!*-" 9.9 % 
+ ORINA ENSAYADA EN 4 OCASIONES DISTINTAS:DILUCiON 1/50 
HORINA ENSAYADA EN 3 OCASIONES DISTINTAS 
.. .-i' D I LUC I ON 1/100 
*,. ..... D I LUC I ON 1/200 
• PLASMA ENSAYADO EN 3 OCASIONES DISTINTAS 
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TJEMPO REQUERIDO PARA EL 
EQUILJBRIO ENTRE AMPe LJ-
GAOO y AMPc LJBRE. 
3H - AMP!: (0,35 pm) 
~ 
I 3H - AMP!: 
so~ UGAOO 
I 
I 
J I 
i 
I 
i 
I 301 
J 3H - AMPe ( 0,35 pm) +- AMPe (7, 7~ l)m) I 
I 
IOjl 
10 20 30 40 eo 60 70 80 
TIEMPO DE INCUBACION - MINUTOS 
Fig. 12.- Tiempo de equilibria entre la porcion libre y 
ligada de AMPc anadido. En la parte superior 
solo habia AMPc tritiado y en la inferior ade 
mas de ~ste se anadi6 AMPc no marcado. -
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+ 
Fig. 13.- Control de calidad interensayo. La parte superior 
indica los valores obtenidos para un mismo "noel'' 
a lo largo de dos afios. La inferior representa --
los mismos valores en forma de sumas acumulativas 
(cusum). 
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Como se muestra mas de la fiabilidad del metodo se 
han hecho curvas de diluci6n, en este caso de orina 
(Fig. 14), donde se observa la perfecta correlaci6n 
r=0.999 entre ul de muestra a valorar y cantidades de -
AMPc encontradas en esos vo16menes. 
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U AMPc ng/ml. 
26 
22 
18 
14 
10 
6 
2 
r = 0.999 
y: 32 X - 0.19 
0.25 0.5 2 J.ll. ORINA /tubo 
Fig. 14.- Concentraci6n de AHPc en diferentes volumenes de 
orina. 
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2. DETERMINACION DE GMPc POR RADIOIN~lliNOENSAYO 
Existe tambien para este nucle6tido su correspondie~ 
te metodo de valoraci6n utilizando protefnas especificas 
dependientes de GMPc (121 y 129). En concreto la protef-
na utilizada por nosotros para desarrollar el ensayo com-
petitive entre el 3H-GMPc y el nucle6tido no marcado, se 
obtuvo de cola de langosta, 208.55 gramos, que se homoge-
neizaron en 4mM EDTA. Despues de centrifugar a 27.000 g. 
y dializar durante toda la noche el sobrenadante, este se 
cromatografi6 en columna de DEAE- celulosa. 
La porci6n dependiente de GMPc, con una cantidad de 
proteina de 20.5 mg/ml, se guard6 a -70°C y con ella se -
hicieron las primeras curvas estandar(Fig. 15). Puesto 
que la sensibilidad del ensayo alcanzaba solamente 0.5 pm, 
lo cu~l no era suficiente para determinar la pequefia cant! 
dad de GMPc existente en las celulas, se opt6 por el meto-
do de radioinmunoensayo. 
La diluci6n del anticuerpo utilizada ha sido, como se 
especifica en el Kit comercial 1/10.000. Para esta dilu-
"1. at T 
30 
i 
20~ 
I 
2 
Ce/Ca 
5 
4 
3 
2 
2 
Porcentaje dt 3 H- GMPc 
liQada a Ia prottina r•! 
peeta del tatol oiiodido. 
2!5 Jll. prottincl 
4 5 
Tofel pm GMPc/rulla 
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C. • Aodloactiwidad tivado "' ou•encio cit GMPc 
Ca • lta41oac:1lwidad ligodo '" pr9etncia de uno 
cllfttldod (I) de CJMPc 
3 4 5 
Total pm GMPcfTubo 
Fig. 1 S.- Curva estandar del ensayo de G~1Pc por "Protein 
Binding" ernpleando dos representaciones dife--
rentes. 
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cion se obtiene una uni6n maxima (porcentaje de GMPc rna! 
cado unido al anticuerpo en ausencia de GMPc) de un 54 ~ 
1.8\ (I! SEM) resultado de 7 determinaciones realizadas 
en duplicado(Fig. 16). 
2.1 Evaluaci6n de la Curva Estandar 
a) Precisi6n 
Con esa diluci6n el perfil ue pre,cisi6n de la curva 
estandar es como muestra la Fig. 17A. Vemos que los coe-
ficientes de variaci6n son menores del 10\ en la parte -
comprendida entre SO y 100 fentomoles /tubo, y mas alto 
en la zona de la curva de calibraci6n donde las concen-
traciones de GMPc son inferiores, llegando incluso a un 
35~ con la rlosis de 5 fentomoles/tubo. 
La mayoria de las lecturas de los extractos celula-
res se han llevado a cabo en la zona de 40-200 fentomoles 
donde se observan C.V. menores. 
b) Sensibilidad y constante de asociaci6n 
La sensibilidad del ensayo segOn se desprende de la 
0/o 8/ T 
501 
40 
30 
CURVA ESTANDAR 
t X :t SEM 
(n = 7) 
89 
101~!!!!!!!!!!!!!!!~, ~. ~~.~.~~T!!!!!!. ~. ~ 
5 10 50 100 500 1.000 
FENTOMOL GMPC/TUBO 
Fig. 16.- Curva estandar del RIA de G~1Pc. B/T es el cociente 
de radioactividad unida al anticuerno por las cuen-
tas totales. Los resultados son la media + S.E.~. 
C.V. 'Y. 
351: A 
301 
25 
20, 
i 
90 
\ PERFIL DE PRECISION 
F'ENTOMOL GMPc 
S.D. ( F'ENlOMOL) 
50 8 
40 
30 
20 
10 
5 10 5A) 100 500 1000 
FENTOMOL GMPc 
Fig. 17.- Perfil de precisi6n de un ensayo de r,HPc. 
Estan representados los coeficientes de -
variaci6n (A) y las desviaciones estandar 
(B) para cada una de las dosis de G~1Pc. 
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Fig. 17 B es de 5 fentomoles aproximadamente (dos des-
viaciones estandar de la dosis cero de GMPc), sensibili 
dad que se acrecienta notablemente con el proceso de --
acetilaci6n. La Fig. 18 muestra la diferencia existente 
entre una curva estandar acetilada y otra no, siendo la 
primera dP ellas unas 50 veces mas sensible. 
De la sensibilidad del metodo de idea tambien la --
constante de asociaci6n del anticuerpo. Anticuerpos cu-
ya afinidad por el antigeno sea elevada proporcionan en-
sayos mas sensibles. En este caso, la determinacion de 
la constante de asociaci6n por el metoda de Scatchard ha 
sido 0.11 x 10 10M- 1 (Fig. 19). 
c) Especificidad 
Aunque no se hicieron reacciones cruzadas anti -G"fPc 
con otros nucle6tidos, la especificidad del metoda qued6 
claramente demostrada en el primero de los experimentos 
(Fig. 20), donde incluso en presencia de elevadas canti-
dades de AMPc (~ 200 prn) no se detecta cambia en el con 
tenido celular de GMPc. 
~~ 8 IT 
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50 
NO ACETllADA 
JQ.l 
I 
i 
2.5 5 10 50 100 500 1.000 
FENTOMOL GMPeltubo 
Fig. 18.- Efecto de la acetilaci6n sobre la sensibilidad de la 
curva estandar. 
BIF 
1.2 
1.0 
0.8 
0.6 
0.4 
0.2 
K = 0.11 x 10 10 litros I mol. 
q = 1 x to-9 mol/ litro 
K = - PENDIENTE 
0 
234567 
Q 
0~ 
8 9 10 
[ 8 J Mol. I litro Jl 10-Jo 
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Fig. 19.- Representaci6n Scatchard de una curva estandar. 
B es la porci6n de G~Pc unido al anticuerpo y F 
la porci6n libre. La pendiente proporciona la 
constante de afinidad del anticuerpo y la inter-
secci6n con el eie de las X la concentraci6n to-
tal de los lugares de uni6n. 
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Fig. 2 0. - Determinac i6n de A'~fPc, G~fPc y Tes tos terona en un 
mismo extracto celular. 
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A ello contribuye la buena separaci6n cromatograf! 
ca que se realiza en las columnas Dowex~ resinas cambi~ 
doras de iones, que proporcionan una total separaci6n -
de ambos nucle6tidos. Las columnas se equilibran con -
agua y como se ob~erva en 18 Fig. 21, donde se han pue~ 
to a eluir 3H· AMPc y 3H-GH'Pc, ia separaci6n es total,-
recogiendose, despues de desechar el primer ml, primero 
el G~1Pc y mas tarde el A~fPc, con recuperaciones del 68\ 
y 89\ respectivamente (n=10). 
2.2 Precisi6n de ensayo 
Para comprobar la precisi6n del ensayo, se afiadi6 
GMPc ex6geno a las celulas y su concentraci6n fue deter 
minada despues de extraer y cromatografiar en columna -
Dowex. En la Tabla N~ 9 se pueden ver las recuperacio-
nes de las diferentes cantidades de GMPc a~adidas. 
Las celulas se incuban siempre en presencia de HIX 
(un inhibidor de la fosfodiesterasa) para prevenir el -
metabolismo de los nucle6tidos ciclicos. Cuando las ce 
lulas se incuban en ausencia de HIX durante tres horas 
a temperatura ambiente, la cantidad de GMPc decrece des 
de 65.6 hasta 13 fentomoles. 
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Fig. 21.- Separaci6n crornatografica del A!IPc y G~'Pc. Las 
columnas Dowex estaban equilibradas con agua bi 
destilada. 
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PRECISION DEL RADIOINMUNOENSAYO DE GMPc 
FENT0~10LES G~1Pc CANTIDAD DE GMPc 
ARADIDOS A LAS N LEIDA EN LA CURVA % RECOV. 
CELULAS STANDAR(MEDIA!so) 
100 2 76.3 76.3 
500 4 386.3!75.5 69.4!15.0 
1.000 6 943.9:!:92.2 90.1!10.0 
' . 
N : N2 DE DETERMINACIONES 
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3. DETERMINACION DE TESTOSTERONA POR RADIOINMUNOENSAYO 
El radioinmunoensayo empleado es esencialmente una 
rnodificacion del metodo descrito por Furuyama y col. (130). 
El anticuerpo utilizado se ha producido en conejos -
tras la inrnunizacion de testosterona-3(0 Carboximetil) --
oxima conjugada con albumina bovina. 
3.1 Evaluacion de la curva estandar 
a) Sensibilidad 
La curva estanday abarca desde los 100 hasta los 400 
pg de testosterona, con diluci6n de anticuerpo 1/20.000 -
(Fig. 22). Para esta diluci6n la constante de asociaci6n, 
deterrninada por el metoda de Scatchard es de S,Sx10 9 li/mol. 
La sensibilidad, asumiendo un error experimental de un 10\, 
alcanza los 0.01 pm/litro. 
La precisi6n de los puntos de la curva patr6n nos vie 
ne dada por la Tabla N~lO donde observamos los C.V. para -
carla una de las dosis de testosterona afiadidas. 
lo ( ) TESTOSTERONA 
7 
50 
I 
LIGADA 
100 200 300 
pg TESTOSTERONA 
Fig. 22.- Curva estandar del RIA de testosterona. 
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400 
100 
PRECISION DE LA CURVA ESTANDAR 
DOSIS DE TESTOSTERONA 
3H - TESTOSTERONA UHIDA EN % PG TESTOSTERONA LEIDOS 
(PG) (s,D,, COEFICIENTE DE VARIA- (s,D., COEFICIENTE DE 
CION, N= 6) V~.RIAC!ON) 
0 60.2 = 0.6 (10 %) 1.9 = 1.5 (78.9 %) 
50 27.6 z 1.7 ( 6.2 %) 47.2 = 4.1 ( 8.7 %) 
100 14.0 ± 2.1 <15.0 %) 122.2 ±14.4 (11.8 %) 
200 8.0 ± 1.2 <15.0 %) 196 t 2 ± 34 I 5 <17 t 6 %) 
250 5. 9 ± 1. 3 <22 '0 %) 2i4.8Z.56.2 (20.4 %) 
500 2.4 ± 0.9 (37.5 %) 530.0~153.0 (28.8 %) 
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b) Especificidad 
La especificidad del radioinrnunoensayo depende de -
la especificidad del anticuerpo. Esta se cornprob6, de-
terrninando la capacidad de otros esteroides para despla-
zar a la 3H-testosterona de su uni6n con el anticuerpo 
(Fig. 23). La adici6n de 100 pg de Sc(DHT, 1SOO pg de 4-
androstene-3,17 diona o 6SO_pg de 4-androsteno-3B,17B~iol 
producen el rnisrno desplazarniento (un SO%) de la uni6n rna 
xima inicial que SO pg de testosterona, lo cual es una -
buena muestra de especificidad del rn~todo. 
En la practica la especificidad se evalu6 tarnbi~n -
comparando las concentraciones de testosterona en los ex 
tractos celulares deterrninadas por RIA, con las concen-
traciones que se obtienen por Crornatografia Gas-L1quido 
(GLC}. El coeficiente de correlaci6n obtenido es 0.9S -
( n~ S 4 ) , ( F i g . 2 4 ) • 
3.2 Tecnica del RIA 
Con el fin de elegir las mejores condiciones metoda 
16gicas, se hicieron distintas experiencias, resumidas -
1 02 
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Fig. 23.- Reacci6n cruzada del anticuerno antitestoste-
rona con otros esteroides. -
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RIA COEFICIENTE CORRELACION = 0.948 
no RIA = 1.21 no GLC- 0.54 
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Fig. 24.- Determinaci6n de testosterona en muestras de 
tejido testicular utilizando radioinmunoensa 
yo (RIA) y cromatografia gas 1 iquido (GLC). -
en la Tabla N? 11, en la que se observa el efecto que 
ejerce sobre la uni6n maxima, la adici6n del anticuer-
po a temperatura ambiente antes de la incubaci6n a 4°C 
durante 26-28 horas. 
3.3 Precisi6n del ensayo 
1 04 
La precisi6n Jel radioinmunoensayo se evalu6 deter 
minando la cantidad de testosterona en muestras a las -
que se habian afiadido cantidades conocidas de hormona! 
En general se observa una buena correlaci6n entre la ca~ 
tidad de testosterona oue se afiade a las muestras y aqu~ 
lla que se obtiene por RIA (Tabla N? 12). 
Por otra parte los C.V. de determinaciones multiples 
(n=8) de una muestra (plasma masculine) en un mismo ens~ 
yo varian desde 5% hasta 14% (Precisi6n intra-ensayo) y 
el C.V. de los valores de un mismo p~asma en diferentes 
ensayos (variaciones inter-ensayo, n=6) estan comprendi-
dos entre un 6\ y un 17\. 
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T A B L A N°. 11 
% 3H TESTOSTERONA UNIDA C 0 N D I C I 0 N E S 
(MEDIA! S.D.) ~ 
1 - ANTICUERPO A~ADIDO A 4° c 58.8 ± 1.7 ~ 
f 2 - ANTICUERPO ARADIDO A 22° C I 
I 
E INMEDIATA INCUBACION A 4° C 56.1 ± 4.0 l 
3 - ANTICUERPO ANADIDO A 22° C ~ 
E INCUBACION A 4° C DESPUES I I 
1.'' DE 30' A 22° C 53 I 2 ± 1.1 ! 
4 - IGUAL QUE EN PUNTO 3 EXCEPTO 
QUE EL TIEMPO A 22° C HA SIDO 
90' 52.6 ± 1.6 
1 06 
T A B L A No • 12 
PRECISION DEL RIA DE TESTOSTERONA 
PG TESTOSTERONA N PG TESTOSTERONA S.D. c.v. % REC. 
ANADIDOS ENCONTRADOS (PG) 
0 5 3 1 33.0 
50 5 47 4 8.5 94 
100 5 96 8 8.3 96 
150 5 152 8 5.3 101 
200 5 206 35 17.0 103 
300 5 2&0 35 13.5 87 
c.v.= (s.o./M ) x 100 
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4. EFECTO DE LA LH SOBRE LOS NIVELES DE GMPc, AMPc Y -
TESTOSTERONA EN CELULAS INTERSTICIALES DE TEJIDO -
TESTICULAR 
Cuando comenzamos estas experiencias la existencia -
y mediaci6n del AMPc en la celula de Leydig como interme-
diario de la acci6n de la LH estaba ampliamente documenta 
da (115). 
El interrogante se presentaba cuando con las concen-
tracionf"s menores de LH, (del orden de 0. 5 ng LH/ml) se -
conseguian increm~ntos en la producci6n de testosterona -
pero no de At-fPc. 
Intentabamos por tanto comprobar sl otro nucle6tido, 
el GMPc, intervenia tambien como mensajero de la ~cci6n -
de la LH cuando se utilizaban concentraciones de hormona 
gonadotropa en el rango inferior de su dosis estimulado-
ra. Para ello se hicieron dos tipos de experimentos: 
a) con diferentes dosis de LH (curva dosis-respuesta) 
b) con una misma dosis y diferentes tiempos de incuba-
ci6n (curvas de tiempo). 
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4.1 Curvas dosis-respuesta 
Las celulas de Leydig se incubaron con diferentes -
concentraciones de LH (0.1, 0.5, 1, 10, 100 y 1000 ngLH/ 
ml) y despues de un periodo de incubaci6n de 2 horas se 
midieron los niveles de AMPc, Gt-fPc y testosterona preseJ.! 
tes en el medin. Como se puede ver en la Fig. 25 los va 
l0res de GMPc permanecen invariables, mientras que se 
observa el incremento normal en la producci6n de AMPc y 
testosterona con 100 y 1000 ngLH/ml. 
El experimento se repiti6 con O.i, 1 y 1000 ngLH/ml 
en el medic de incubaci6n y 1as celulas se incubaron du-
rante 20' en lugar dP. dos hcras. Tampoco ~sta vez se de 
tectar0n ~ambios en el contenido de GMPc (Fig. 26). 
Cuando el tiempo de incubaci6n es de 5' (Fig. 27) 
se observa un aumento (des veces) respecto del control -
con O.SngLH/ml. Este aumento sin embargo no resulta sig-
nificative al hacer la media con los resultados de las -
cruvas de tiempo, donde tambien se observa un ligero in-
cremento al hacer los estimulos con esa dosis de LH. 
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Fig. 25.- Producci6n de A~Pc, GHPc y testosterona con cantida-
des crecientes de LH en el medio de incubaci6n. Los 
resultados son la media + S.D. de dos incubaciones -
por duplicado. 
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FentomoJ GMPc: I 106 eel. pm AMPc/101 eel. 
200 
r-----------
0 0.1 0.5 1.0 10 
nq LH/ml. 
Fig. 26.- Producci6n de AMPc y GHPc con cantidades crecientes 
de LH tras 20' de incubaci6n. Los resultados son -
la media + S.D. de 2 incubaciones en duplicado. 
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Fig. 27.- Producci6n de MiPc v G'-fPc con cantidades crecientes de 
LH tras 5' de incubaci6n. Los resultados son la media 
+ S.D. de 2 incubaciones en duplicado. 
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4.2 Curvas de tiempo 
Para estudiar los posibles cambios transitorios que 
hubieran podido ocurrir en la formaci6n del GMPc de las 
celulas intersticiales, este se determin6 a intervalos -
variables de tiempo utilizando tres diferentes cantida-
des de LH. 
Las concentraciones de LH escogidas son aquellas -
que originan un aumento de la producci6n de testosterona 
(0.1,0.5, y 1ngLH/ml) sin que existah cambios en los niv~ 
les de AMPc en el periodo de incubaci6n de dos horas. 
Los resultados estan expresados en las Figs. 28 y 29 
y par ultimo compendiados en la Fig. 30, donde se observa 
que con ninguna de las dosis de LH empleadas se produce -
variaci6n significativa ~n los niveles de GMPc en los tiem 
pas de incubaci6n escogidos (2, 5, 10 y 20 minutes). 
Para comprobar la idoneidad de la preparaci6n celular 
§e hicieron, (excepto en el primer experimento), incuba-
ciones paralelas en presencia de 100ngLH/ml en las que -
se determin6 la producci6n de testosterona tras un perio-
11 3 
ENTOMOL IMflil:/101 eel. I 1119 LH/ml. 
0 0.1nt LH /mi. 
100 
15' 10' 20' 
TIEMPO DE INCUBACION 
Fig. 28.- Producci6n de GMPc con periodos variables de incuba-
ci6n, utilizando 1 y 0.1 ng LH/rnl. Los resultados -
son la media + S.D. de 2 experirnentos con doble inc~ 
baci6n celular. · 
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FENTOMOL 6MPe/ 101 eel. 
500 
200 
0.! "9 LH I mi. 
2' 5' 10' 
TIEMPO DE INCUBACION 
Fig. 29.- Producci6n de GHPc en periodos variables de tiempo 
en presencia de 0.5 ng LH/ml. Los resultados son 
la media ! S.D. de 2 incubaciones en duplicado. 
200 
11 5 
FENTOMOL GMPc 
* 
* 0 2 5 10 20 TIEMPO (minutos) 
Fig. 30.- Producci6n de AHPc durante la incubaci6n de c~lulas de 
Leydig a diferentes tiempos en presencia de 0.1 ng LH/ 
ml 0 0. 5 ng LH/ml • , y 1 ng LH/ml • Los result~ 
dos (diferencia entre los valores en presencia y ausen 
cia de LH) se expresan por 106 celulas y son la media-
+ S.D. de tres experimentos con incubaciones en dupli-
cado, (* doble incubaci6n solamente). 
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do de incubaci6n de dos horas. En todos los casos se -
consiguieron estimulaciones superiores a un 400~. 
Puesto que la respuesta de las c~lulas de Leydig a 
la LH en cuanto a la producci6n tanto de A}1Pc como de 
testosterona, se podia reproducir por la adici6n de la 
toxina del c6lera al medio de incubaci6n (150), se nos 
ocurri6 que al igual que esta toxina era capaz de in-
crementar la actividad de la enzima adenil ciclasa pu-
diera tambien servir como instrumento para incrementar 
los niveles de GMPc a trav~s de la guanil ciclasa. En 
la Fig. 31 estan representados los resultados que se -
obtuvieron con 2 ug/ml de toxina, cantidad estimulado-
ra de M~Pc, a diferentes tiempos de incubaci6n. En --
ella se observa que no bubo modificaci6n de los niveles 
de GMPc a lo largo del periodo de tres horas que dur6 -
el experimento. 
FENTOM:ll.. GMPe/106 eel. 
200 
100 
TOXINA DEL COLERA 2 ~g lmt. 
0 70 90 120 180 
TIEMPO MINUTOS 
Fig. 31.- Producci6n de GMPc en presencia de toxina del 
calera a diferentes tiempos de incubacion. --
Los resultados son la media + S.D. de 2 inc~ 
baciones en duplicado. 
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5. EFECTO DE LA PRL SOBRE LA PRODUCCION DE TESTOSTERONA 
ESTIMULADA POR LA LH EN CELULAS DE LEYDIG 
En esta parte del trabajo, hemos centrado nuestra -
atenci6n en la influencia que otras hormonas, concretame~ 
tela prolactina (PRL), ejercen sabre la sintesis y seer~ 
ci6n de testosterona por las celulas de Leydig del inters 
ticio testicular. 
Era 16gico pensar que la PRL, hormona que dispone de 
receptores especificos en la celula de Leydig, actuara a 
su traves para modular la producci6n de testosterona. De 
hecho existen abundantes datos en la bibliografia que ha-
blan en favor de la PRL como hormona necesaria para el -
mantenimiento de la funci6n germinativa del testiculo, ya 
que la disminuci6n de sus niveles da lugar a un cuadro de 
esterilidad (78 y 131). 
Puesto que la espermatogenesis es FSH y andr6geno d~ 
pendiente, pudiera ser que una alteraci6n de los niveles 
intratesticulares de testosterona fuera la responsable de 
dicha esterilidad. Para comprobar si tal alteraci6n exi~ 
te, se han aislado las celulas de Leydig, se han hecho -
119 
preincubaciones en presencia de PRL (con dosis fisiol6-
gicas) y se han determinado la testosterona y el AMPc -
producidos por la LH tras dos horas de incubaci6n. El 
estudio se ha hecho con c~lulas procedentes de ratas --
adultas (60 dias aproximadamente). 
Ademas y puesto que en el modelo utilizado la PRL -
incrementa sus niveles s~ricos en el momento que tiene -
lugar la maduraci6n sexual (30-50 dias), se han repetido 
los experimentos con c~lulas obtenidas de ratas inmadu-
ras por si esas preparaciones celulares fueran en ese p~ 
riodo mas sensibles a las acciones de la PRL. 
Por ultimo es interesante observar que tanto la di~ 
minuci6n de PRL circulante como su presencia en exceso -
modifican la funci6n testicular. Asi, hay varios casos 
descritos en la literatura de varones que presentan hiper 
prolactinemia asociada a oligospermia o azoospermia (132 
y 133). Curiosamente al tratamiento de estos pacientes 
con drogas que disminuyen los niveles plasm~ticos de PRL 
su infertilidad desaparece. TambiEn en ratas con hiper-
prolactinemia producida por tumores prolactin productores 
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se ha podido observar que esa hiperhormonemia conlleva -
alteraciones del comportamiento sexual (134). 
En un intento de aclarar si la PRL en concentracio-
nes elevadas conseguia disminuir la producci6n de testo~ 
terona testicular, disminuci6n que quiz~s fuera la cau-
sa de esa infertilidad, hemos utilizado el mismo modelo 
haciendo incubaciones en presencia de dosis mayores de -
PRL y nuevamente se han determinado la testosterona y -
el AMPc producidos tras dos horas de incubaci6n. 
5.1 Producci6n de Testosterona y AMPc en ratas adultas 
a) Con dosis fisiol6gicas de PRL (60 ng/tubo). 
En la Tabla N°. 13 est~n representadas las cantida-
des de testosterona producidas en el medio durante el p~ 
riodo de incubaci6n de dos horas cuando las c~lulas han 
sido preincubadas durante dos horas con y sin PRL. 
TABLA N°. 13 
Dosis de LH Producci6n de Testosterona 
ng/ml ng/10 6 c~lulas/2 horas 
0. 
0. 5 
1 0 
100 
8. 1 + 1.9 9 + 4.9 
18.4 + 6.0 13.3 + 8.0 
66.7 + 12. 5 4 8. 1 + 22.3 
63.7 + 23.0 53.1 + 24.0 
+ PRL(60ng/tubo) - PRL 
Los resultados son la media con sus desviaciones 
estandar de cuatro experimentos, cada uno de los 
cu§les constaba de doble incubaci6n celular. 
1 2 1 
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Por si la hipotetica acci6n de la PRL sobre la te~ 
tosterona estimulada por la LH se ejerciera a nivel de 
la producci6n de AMPc es por lo que se han determiriado 
las concentraciones de este nucle6tido al mismo tiempo 
que las de testosterona. Los valores obtenidos de AMPc 
en las mismas condiciones, est§n representados en la --
Tabla N~ 14. 
Dosis de LH 
ng/ml 
0. 
0. 5 
10 
100 
+ 
Producci6n de AMPc 
pm/10 6 celulas/2 horas 
7.0 + 3.6 6.3 + 
7.2 + 3.4 4.3 + 
1 5. 7 + 10.7 20.0 + 
3.4 
3.9 
6. 5 
116.6 + 82.9 110. 2 + 83.4 
PRL(60ng/tubo) - PRL 
Los resultados son la media de tres experimentos 
con sus desviaciones estandar, en cada uno de -
los cuales las incubaciones celulares eran dobles. 
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Se desprende de ambas representaciones que para nin 
guna de las dosis de LH empleadas se obtienen diferencias 
significativas en la producci6n de testosterona y AMPc en 
presencia de PRL. 
b) Con dosis farmacol6gicas de PRL f600ng/tubo). 
La unica variaci6n en estos experimentos ha sido la 
dosis de PRL empleada. Tambien en este caso se ha deter 
minado la producci6n tanto de testosterona como de Af\fPc.-
Los resultados se esquematizan en las Tablas N°. 15 y 16 
respectivamente. 
Dosis de LH 
ng/ml 
0. 
0.5 
10 
100 
TABLA N°. 15 
+PRL 
Producci6n de Testosterona 
ng/10 6 celulas/2 horas. 
10. 2 + 6.9 11.0 + 7.9 
12.5 + 7.7 18. 2 + 3.5 
-
27.0 + 1.7 33.1 + 10.8 
29.4 + 1 0. 2 39.4 + 12. 7 
(600ng/tubo) - PRL 
Los valores representan la media ~ S.D. de tres 
experimentos con doble incubaci6n celular. 
TABLA N°. 16 
Dosis de LH 
ng/ml 
Producci6n de AMPc 
6 pm/10 c~lulas/2 horas 
0 
0. 5 
1 0 
100 
13. 0 + 8.7 12.5 + 4. 1 
8.4 + 5.6 11.6 + 4.0 
17. 5 + 3.5 26.8 + 8.9 
71.7 + 44.2 85.5 + 55.9 
+ PRL (600 ng/tubo) - PRL 
Los resultados son la media de dos experimentos 
cada uno de los cu§les constaba de doble incuba-
ci6n celular. 
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Fig. 32.- Producci6n de T. tras des horas de incubaci6n con 
diferentes dosis de LH, con PRL II y sin PRLD du-
rante el tiempo de preincubaci6n (2 horas). 
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Fig. 33.- Producci6n de N1Pc tras dos horas de incubaci6n con 
d iferente dos is de LH, con PRL • y sin PRL 0 du-
rante el tiempo de preincubaci6n (2 horas). 
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En este caso tampoco existe diferencia significati-
va entre los valores basales de testosterona y AMPc y --
los que se obtienen cuando las celulas han sido pretrat~ 
das con PRL. 
Sin embargo, se puede notar, al comparar los resul-
tados.obtenidos con las dos concentraciones de PRL (60 y 
600 ng/tubo), que con dosis farmacologicas de PRL se ob-
tiene, para todos los valores de LH empleados una menor 
produccion de testosterona (Fig. 32). Otro tanto ocurre 
con los resultados de AMPc (Fig. 33). 
5.2 Produccion de Testosterona y AMPc en ratas inmaduras 
Comentabamos en la introduccion que se utilizarian 
celulas obtenidas de ratas j6venes, para estudiar la in-
fluencia de la PRL sobre la produccion de testosterona y 
AMPc, puesto que en esos dias (~ 45 dias) tienen lugar -
los incrernentos plasm§ticos de PRL que son paralelos al 
aumento de t~stosterona circulante y al aumento en el nu 
mero de receptores de LH. 
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Con ~sto sospechabamos que la acci6n de la PRL, de 
existir, podria tener una especial relevancia en ese pe 
riodo. 
La Fig. 34, muestra los resultados de testosterona 
en ratas jovenes y su comparacion con los que se obtie-
nen cuando las c~lulas proceden de ratas adultas. Como 
se esperaba la producci6n de testosterona es menor en -
ratas inmaduras, aunque su capacidad de respuesta a la 
LH es comparable. 
Como en los anteriores experimentos, las c~lulas -
se preincuban durante dos horas cony sin PRL (60ng/tubo)! 
Pasado este periodo se incuban nuevamente por dos horas -
con diferentes cantidades de LH determin!ndose al final 
la producci6n tanto de testosterona como de AJfPc. 
Las Tablas N°, 17 y 18 que resumen los valores obte-
nidos, nos muestran que no existen diferencias entre el -
grupo tratado y el grupo control. 
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ng T I 106 celulosl 2 horas 
60 
50 
30 
20 
10 
0 
60 DIAS 
45 DIAS 
1 10 100 ng LH I mi. 
Fig. 34.- Producci6n de testosterona en celulas procedentes 
de ratas de 45 y 60 dias con diferentes dosis de 
LH. 
Dosis de LH 
ng/rnl 
0 
0.5 
1 0 
100 
Producci6n de Testosterona 
ng/10 6 celulas/2 horas 
6.5 + 6.7 6.06 + 3.0 
-
1 7. 1 + 7.7 13.8 + 2. 2 
-
36.7 + 13.0 26.3 + 6.6 
34.4 + 3.7 39.8 + 0.2 
+ PRL(60ng/tubo) - PRL 
Son los resultados de tres expetirnentos con doble 
incubaci6n celular, las medias y sus desviaciones 
estandar. 
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Dosis de LH 
ng/ml 
0 
0. s 
1 0 
100 
Producci6n de AMPc 
6 pm/10 c~lulas/2 horas 
6.5 + 2.0 6.3 + 
6.9 + 1.8 6.9 + 
15.4 + 8.3 26.0 + 
84.9 + 30. 1 70.9 + 
+ PRL(60ng/tubo) - PRL 
En este caso los resultados obtenidos son la 
media de tres experimentos con doble incuba-
ci6n celular + S.E.M. 
1 31 
1 . 8 
17.3 
4 s. 4 
11 
D I S C U S I 0 N 
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DISCUS ION 
Comenzaremos la discusi6n de los trabajos realiza-
dos en esta tesis con el comentario primeramente del as 
pecto t~cnico de la misma, para pasar m~s adelante a la 
valoraci6n de los resultados obtenidos con las incuba-
ciones celulares. 
1.- TECNICAS 
B~sicamente ha side el desarrollo de las t~cnicas 
de valoraci6n de nucle6tidos, AMPc y GMPc lo que m~s oc~ 
p6 nuestra atenci6n porque cuando se decidieron estas e~ 
periencias la determinaci6n de testosterona por radioin-
munoensayo estaba .Ya perfectamente estandarizada. 
a) Valoracion de AMPc 
De las dos posibilidades que se nos ofrecian, RIA -
(135) y "Protein Binding" (120) se opt6 por la segunda, 
puesto que se sab1a ya que la prote1na receptora proce--
dente de adrenales bovinas presentaba una afinidad por -
el AMPc capaz de determinar las cantidades existentes en 
celulas de Leydig en condiciones basales (4-10 pm/mg pr~ 
teina) (136). 
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Adem~s la obtenci6n del extracto de adrenales bov! 
nas es sencilla, barata y la proteina dependiente de 
AMPc guardada a -20°C es estable durante periodos de 
tiempo de 2 afios como maximo (Fig. 10). Para la deter-
minaci6n de la constante de a~ociaci6~ se ha seguido el 
metodo de Scatchard (127) que se basa en lo siguiente:-
en general en el equilibria de la reacci6n competitiva 
se cumple 
Ag + Ab Ag Ab 
y segun la ley de acci6n de masas la constante en el --
equilibria seria igual 
Keq=--T(A~g~~A~b~) __________ _ (Ag) (Ah) 
(Ag) Concentraci6n de antigeno o sustrato libre=F 
(Ab) Concentraci6n de anticuerpo (o agente ligante) 
libre 
(Ag Ab)= Concentraci6n de antigeno unido al anticuerpo 
= B 
Si llamamos q. a la concentraci6n molar total de to-
dos los sitios de uni6n de la proteina, nos quedar~ 
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(Ab)= (q - B) 
y 
Keq=--------B ______ o B/F= q Keq-B Keq 
F (q-B) 
La representaci6n poniendo B/F en ordenadas £rente 
a B en abscisas origina una linea recta cuya pendiente 
nos proporciona la constante de equilibrio o asociaci6n. 
El modele descrito presupone que la proteina o ant! 
cuerpo presentan solamente una clase de sitios de uni6n 
con una determinada afinidad (128). Cuando lo que exis-
te es una mezcla de esos lugares de uni6n, se calcula la 
constante de equilibria de los que tienen mayor afinidad 
trazando la tangente a la curva resultante, para el valor 
de B=O. En nuestro caso hemos obtenido por ese procedi-
miento y con diluci6n de proteina 1/30 una constante de 
asociaci6n de 0.5 x 10 9 litros/Mol (Fig. 8), lo que nos 
proporcion6 un indice de la buena avidez de esta protei-
na por el AMPc y nos di6 una idea de la m§xima sensibil! 
dad de nuestro ensayo. 
~ .. - .. 
Para la representaci6n de la curva estandar hemos 
escogido la modalidad B/T frente a d6sis en escaia se-
milogaritmica. La buena reproducibilidad y acusada 
pendiente en cada uno de los puntos asi lo hicieron 
aconsejable (Fig. 9). 
La curva estandar abarcR desde 2.5oo· pg hasta 156 
pg lo que cubre todo el espectro de concentraciones de 
las muestras problemas, tanto las condiciones basales 
como las situaciones de estimulaci6n. 
La especificidad y precisi6n con que se hacen to-
das las determinaciones cumplen, como se puede despre~ 
der de la Fig. 11 y de las Tablas 7 y 8, donde el por--
centaje de reacci6n cruzada con el GMPc es muy bajo y 
los C.V. intra e interensayo son menores de un 15\, to 
dos los requisitos de aceptabilidad de este tipo de en 
sayos (137). 
En cuanto a la precisi6n interensayo, hemos segu! 
do a lo largo de dos aftos los resultados obtenidos pa-
ra un mismo"oool" y hemos representado estos resulta--
dos en dos formas diferentes (fig. 13). 
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La representaci6n de la parte superior de la figu-
ra no es rn§s que la anotaci6n de los valores de cada e~ 
sayo; de esa anotaci6n se desprende que a lo largo de -
ese periodo no se han encontrado, para ese "pool",vari~ 
ciones superiores a las 2 S.D. por encima y por debajo 
de la media esperada. Sin embargo, cuando se emplea la 
representac i6n "cusum" (sumas acumula t i vas) tomand·o co-
mo referencia el valor que resulta en el primer ensayo 
y sumando acumulativamente las desviaciones entre ~ste 
y los restantes valores, lo que idealmente deberia re-
sultar cero, nos encontramos que va apareciendo una te~ 
dencia a la desviaci6n de la situaci6n ideal, lo que 
puPde interpretarse como un indicia de deterioro del en 
sayo. 
Concuerdan estos resultados con la p~rdida de uni6n 
maxima que se observa en el 2° afio del alrnacenaje de la 
proteina, por lo que nuestra conclusi6n es que este ti-
po de representaci6n es mucho mas eficaz a la hora de 
observar posibles errores que se hayan introducido en -
el ensayo y que sean indetectables por otros procedimie~ 
tos. 
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La prueba de diluci6n, ofrece una perdecta correl! 
ci6n entre volumen de muestra a valorar y concentraci6n 
de AMPc, (Fig. 14) con lo que la fiabilidad del m~todo 
esta perfectamente demostrada. Yasi es, puesto que nue~ 
tros resultados son similares a los de otros autores --
(138 y 139), aun cuando se util~ce como proteina recep-
tora de AMPc, extractos procedentes de otros tejidos d! 
ferentes de las adrenales (140 y 141). 
b) Valoraci6n de GMPc 
Al comienzo de las experiencias de determinaci6n de 
GMPc en celulas de Leydig se pens6 en una tecnica de 
"Protein Binding" similar a la del AMPc para hacer todas 
las evaluaciones necesarias. 
La proteina receptora se obtuvo de cola de langosta 
y tras el proceso de purificaci6n se consiguieron las --
primeras curvas estandar cuya sensibilidad alcanzaba 0.5 
pm. (Fig. 1 5). Con esa t ecn ica se hicieron las pr imeras 
determinaciones en tejido y los resultados que obtuvimos 
se esquematizan en la Tabla N~ 19. 
TABLA N°. 19 
Tejido N°. de ratas 
Pulm6n 4 
Testiculo 4 
pm GMPc/mg proteina 
(X + SEM) 
0.64 + 0.33 
0.07 + 0.04 
* ratas irradiadas antes del nacimiento 
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El problema surgi6 al hacer las primeras determina-
ciones en los estractos celulares donde nos encontramos 
con que esa sensibilidad no era suficiente para detectar 
las bajas concentraciones existentes (0.05-0.2 pm/10 6 c~ 
lulas), por lo que bubo que acudir al metodo de RIA intro 
duciendo la modificaci6n de Cailla y Col. (142), para au-
mentar la sensibilidad basta el orden de fentomoles. 
La modificaci6n consiste en introducir grupos succi-
nilo o acetilo en la posici6n 2 en la molecula del n~ 
cle6tido ciclico. Como el anticuerpo esta generado con-
tra el conjugado de GMPc en esa misma posici6n, quizas -
sea por similitud estereoquimica por lo que la avidez -
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del anticuerpo es en estes cases mucho mayor. De esa -
manera hemos conseguido incrementar, como se observa en 
la Fig. 18, la sensibilidad basta 10 fentomoles/tubo. 
La representaci6n Scatchard de la curva estandar -
(B/F £rente a B), es una linea recta, lo que da idea de 
la existencia de una sola clase de anticuerpos con ele-
vada afinidad por el GMPc (Fig. 19). 
Las condiciones de especificidad, sensibilidad y 
precisi6n son las estipuladas para todo RIA. Respecto 
a los primero se desprende de la Fig~ 20, que no existe 
reacci6n cruzada entre este anticuerpo y el AMPc puesto 
que incluso en presencia de elevadas cantidades de ese 
nucle6tido (~ 200 pm) no se detectaron cambios en el -
contenido celular de GMPc. Adem§s existe una buena se-
paraci6n cromatogr§fica de ambos nucle6tidos. La sens! 
bilidad alcanza 4pm (2 SD para el valor de GMPc=o, Fig. 
17B), pero en la pr§ctica hemos tornado como limite 
de sensibilidad el ultimo punto de la curva de calibra-
ci6n. 
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En la Tabla N°. 9 vemos que se han obtenido buenas 
recuperaciones para el GMPc ex6geno afiadido a las celu-
las por lo que creemos que el metodo estaba suficiente-
mente validado. Todos los valores estaban corregidos -
por las perdidas que ocurrian durante el proceso de ex-
tracci6n. 
En casi todos los casos hernos encontrado un cierto 
valor para los "blancos", tubos que carecian de celulas 
y eran extraidos de la misma manera que estas. Los re-
sultados estan expresados despues de la correci6n por -
esa interferencia. Aun asi y puesto que las condicio-
nes de especificidad y precisi6n intra e interensayo 
eran buenas los resultados, que coinciden con los de 
otros autores (143), son totalrnente aceptables. 
c) Radioinmunoensayo de Testosterona 
La validez de este radioinrnunoensayo se estudi6 de-
terminando los niveles de testosterona en plrisma humano 
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y en tejido testicular y comparando esos resultados con 
las evaluaciones reali~adas segun el m~todo de cromato-
grafia gas-liquido, alcanz&ndose especialmente en el C! 
so de tejido testicular un buen coeficiente de correla-
ci6n entre ambos metodos, (Fig. 24). 
Las determinaciones se hicieron sin previa cromatQ 
grafia para separar la testosterona de su metabolite 
principal, 5 ~ dihidrotestosterona, que como se veia en 
la Fig. 23 mostraba reacci6n cruzada con el anticuerpo 
antitestosterona. Dos han sido las razones que nos han 
permitido obviar esa separaci6n cromatogr&fica; la pri-
mera es que la concentraci6n media de ese esteroide en 
testiculo de rata es aproximadamente un 13\ de la con--
centraci6n media de testosterona y la otra que nosotros 
hemos utilizado en todas las experiencias animales de -
45 a 65 dias en los que la actividad especifica de la -
5 ~ reductasa se encuentra muy disminuida (144 y 145). 
La exactitud y precisi6n con que se determinaron --
las muestras fue satisfactoria (Tabla 12);las muestras 
se han leido en la zona de la cnrva estandar que prese~ 
I . 
tan C.V. que varian entre 22.0\ y 6.2\ (Tabla 10) y la 
elevada constante de asociaci6n del anticuerpo (5.5 x 
10 9 litros/Mol) favoreci6 la buena sensibilidad del e~ 
sayo. 
La reproductibilidad interensayo con C.V. que va-
rian entre 10%-15\ esta dentro de los limites de fiabi 
lidad de cualquier RIA. 
2. INCUBACIONES CON LH 
Cuando se disefiaron estos experimentos se habian 
comenzado a plantear las primeras dudas acerca de la 
aceptaci6n del AMPc como el unico intermediario de la 
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hormona luteinizante en la esteroidogenesis testicular. 
El hecho de que en estudios "in vitro" con celulas 
de Leydig se consiguiera, con determinadas d6sis de LH, 
estimular la producci6n de testosterona sin que hubiera 
cambios significativos en la sintesis de AMPc (45, 46,-
47 y 146), nos obligaba a pensar o bien en una acci6n -
directa de la LH sobre cualquiera de los pasos posteri~ 
res a la activaci6n de ~tPc (proteina quinasa, sistema 
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enzim§tico colesterol-pregnenolona, sistema enzim§tico -
pregnenolona-testosterona ..... ) o bien en la presencia-
de otro segundo mensajero, que con d6sis pequefias de LH 
asumiera el papel hasta entonces asignado al AMPc. 
Puesto que en otro tejido esteroidog~nico, las adr~ 
nales, se habia encontrado una estrecha relaci6n entre -
formaci6n de GMPc y producci6n de corticosterona (147 y 
148) y puesto que la producci6n de testosterona testicu-
lar en incubaciones de c~lulas aisladas, se iricrementaba 
en presencia de inhibidores de la fosfodiesterasa (46 y 
149) (enzima que degrada los nucle6tidos ciclicos) deci-
dimos indagar acerca del GMPc como posible mediador de -
la LH en el testiculo. Como m~todo de valoraci6n de GMPc 
seutiliz6 el RIA. 
En todos los experimentos las c~lulas se preincuba-
ron durante dos horas antes de la adici6n de las hormo--
nas, ya que habiamos notado que la producci6n de testos-
terona podia detectarse de esta manera, a los 5 minutes 
de la adici6n de LH (100 ne/ml), lo que resultaba impos! 
ble sin ese perido de preincubaci6n (150). La raz6n de 
i; 
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esta mejora en la rapidez para sintetizar testosterona -
es por el momenta desconocida, pero bien pudiera ser que 
durante el proceso de preparaci6n de las celulas los re-
ceptores de LH hubieran sido dafiados de alguna forma y -
que en las dos horas de preincubaci6n el factor o facto-
res deteriorados hayan sido sintetizados de nuevo. 
En los experimentos que hemos llamado de dosis-res-
puesta (Fig. 25) no ha sido posible detectar ningun in-
cremento en la producci6n de GMPc tras dos horas de incu 
baci6n ni cuando el tiempo escogido fue de 20 minutos 
(Fig. 26). Solamente con un periodo de incubaci6n de 5 
minutos pareci6 existir un ligero incremento con 0.5 
ngLH/ml (Fig. 27), pero no result6 significativo(p 0.5) 
al hacer la media con el resto de las experiencias de --
tiempo en que se utilizaron tambien 5 minutos. 
Otro tanto ocurre con los experimentos de tiempo. -
Aunque en uno de esos experimentos (Fig. 29) se observa 
tambien un incremento de GMPc a los dos minutos de incu-
baci6n, hay que hacer notar que en la gr~fica no se han 
hecho las correcciones por los valores control (concen--
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traci6n de GMPc en ausencia de LH), y que al hacerlo --
esos incrementos no resultan significativos (fig. 30). 
En todos los casas se hicieron incubaciones en par! 
lelo, dos horas con 100 ngLH/ml, para demostrar la viab! 
lidad de la preparaci6n celular encontr~ndose estimula--
ciones en la producci6n de testosterona en el rango de -
lo normal (aproximadamente de un 400\). 
La concentraci6n de AMPc no se determin6 en todos -
los casas porque ya sabiamos que determinadas d6sis de -
LH (0.1 y 0.5 ngLH/ml) no estimulaban la producci6n de -
este nucle6tido. 
Como un intento mas de posible detecci6n de cambios 
en la formaci6n de GMPc por las celulas de Leydig se hi-
zo un experimento en presencia de t6xina del colera vi-
brio, t6xina que a la concentraci6n utilizada (2ug/ml) -
se sabia que estimulaba la formaci6n de AMPc y la sinte-
sis de testosterona en esos mismos preparados celulares 
(150). 
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No s6lo en ~sta, sino en otras gl&ndulas endocrinas, 
(151) se ha implicado a ~sta toxina en una serie de efec-
tos que fisiol6gicamente estan controlados por hormonas; 
es por lo que pensamos en ella como un medio ideal para 
aumentar nuestro conocimiento sobre los sistemas que con 
trolan la esteroidog~nesis gonadal. Pero tampoco en es-
te caso (Fig. 31)) hubo variaci6n en los niveles de C,MPc 
a lo largo del estudio, desde los dos minutos hasta las 
3 horas de incubaci6n, cuando con ese mismo tiempo se --
originan incrementos de A'fPc que van desde 4 hasta 200 -
pm/10 6 c~lulas. 
Ademas el hecho de conseguir la misma activaci6n de 
proteina quinasa con cantidades mucho mayores de GMPc 
(1 0- 4 M) que de AMPc (1 0-S t-f) no favorece la hip6tesis -
de que las posibles variaciones del GMPc intracelular --
sean las responsables de la producci6n de testosterona -
con concentraciones bajas de LH. Todo ello juntamente -
con los resultados de Cooke y col. que consiguen activar 
la enzima PK y la biosintesis de testosterona con las 
mismas cantidades de LH, (47) nos induce a pensar que es 
realmente el AMPc y no el GMPc el mediador de la acci6n 
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de la LH en las c~lulas de Leydig. Tampoco otros auto-
res (143) han encontrado variaciones en el contenido de 
GMPc de las c~lulas de Leydig, cuando estas se incuban 
en presencia de LH o hCG. En el curso de estos experi--
mentos ha aparecido un trabajo sobre el mismo tema, del 
grup~ de Dufau y col (53), donde por el anAlisis de la-
uni6n del AMPc a la proci6n reguladora de la enzima PK, 
se llegan a conclusiones similares. 
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3. INCUBACIONES CON LH Y PRL 
Numerosos estudios en estos ultimos afios, favorecen 
la teoria de que adem&s de la LH y FSH, la PRL es otra -
hormona pituitaria, que puede desempefiar un papel impor-
tante en la fisiologia del eje hipotalamo-hip6fisis-gon~ 
das (78, 82, 152, 153 y 154). 
En la introducci6n apuntabamos que el hecho de que 
las c~lulas de Leydig tuvieran receptores de PRL, supo-
nia el primer paso para la aceptaci6n de un efecto direc 
to de esta hormona sabre los precesos esteroidogenicos -
tipicos de estas c~lulas. 
En el mismo sentido se expresan las experiencias de 
Bartke y Swerdloff (83 y 98), donde en ratas hipofisec-
tomizadas la administraci6n de PRL aumenta la secreci6n 
de testoterona estimulada por la LH, pudiendo explicarse 
el sinergismo de ambas hormonas por la habilidad de la -
PRL para aumentar la uni6n de la LH en ese comporta-
miento testicular (76 y 155). 
150 
Por otra parte Bartke y col. (93), han demostrado, 
en ratas hiperprolactin~micas que los niveles . circula~ 
tes de LH y FSH se encuentran suprimidos, mientras que 
los de testosterona son similares a los del grupo con--
trol. Puesto que se esperaba que la disminuci6n de LH 
se acompafiara del descenso de los niveles de testosterQ 
na, se postul6 que, en esos animales con hiperprolacti-
nemia producida por transplantes de pituitaria bajo la 
capsula renal, la PRL estimula la secreci6n de testost~ 
rona por la c~lula de Leydig y que debido al retrocon~­
trol negativo de este esteroide a nivel pituitario, se 
produce el descenso de la concentraci6n de LH. 
No puede sin embargo, descartarse la idea de una a~ 
ci6n inhibitoria de la PRL sobre la secreci6n de gonadQ 
tropinas, lo que quiz&s explicaria la infertilidad que -
acompafia a las situaciones de hiperprolactinemia (156 y 
1 57). 
Nuestro prop6sito era comprobar si efectivamente la 
PRL ejerce alguna acci6n directa sobre la producci6n ba-
sal de testosterona por las celulas de Leydig y sobre la 
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producci6n de testosterona estimulada por la LH. Para 
ello decidimos incubar las c~lulas procedentes de ratas 
adultas con cantidades fisiol6gicas de PRL (60 ng/tubo) 
dos horas antes de la adici6n de diferentes cantidades 
de LH para estimular la formaci6n de testosterona. PeQ 
samos que si, como postulabamos en el apartado anterior 
las c~lulas, con dos horas de incubaci6n, se hacian m~s 
sensibles al estimulo de la LH, la hipot~tica acci6n de 
la PRL a trav~s de la uni6n LH-receptor pudiera hacerse 
m~s evidente. 
Al t~rmino del periodo de incubaci6n se determina-
ron las concentraciones de testosterona y AMPc. Con es 
te ultimo par~metro pretendiamos obtener alguna informa 
ci6n sobre la posible implicaci6n de los procesos de --
membrana en las acciones de la PRL. 
De los resultados obtenidos en las (Tablas 13 y 14) 
se desprende que con d6sis fisiol6gicas de PRL la pro--
ducci6n de testosterona y AMPc por las celulas de Leydig 
no es diferente de la que resulta en condiciones basales 
(sin PRL), lo que parece descartar una acci6n directa de 
la PRL en el intersticio testicular. 
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El incremento no significative que se observa en -
la formaci6n de testosterona en presencia de PRL, con -
todas las d6sis de LH (Fig. 32) bien pudiera deberse a 
la contaminaci6n de las preparaciones de PRL (menos de 
0.1% de LH en peso). 
Esto estaria de acuerdo con otras experiencias "in 
vivo'' "(80 y 158), donde tampoco se ha encontrado influe~ 
cia por parte de la PRL ni en la sintesis basal de tes-
tosterona ni en la que se produce en respuesta a la ad-
ministraci6n de LH. 
Cuando se utilizan d6sis elevadas de PRL en el me-
dic de incubaci6n, (600 ng/tubo), situaciones que corre~ 
ponderian a estados de hiperprolactinemia "in vivo", en 
las que se han descrito acciones inhibitorias directas -
en la funci6n testicular (159 y 160), tampoco se observan 
diferencias significativas en la producci6n de testoste-
rona (Fig. 32). 
Hasta el memento no ha aparecido en la bibliografia 
m~s que una referencia, utilizando testiculo de rat6n --
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intacto (161), con unos resultados sirnilares; tarnpoco-
esos autores consiguieron inhibir la producci6n de tes-
tosterona estirnulada por LH, con concentraciones de 
PRL del rnisrno orden que las utilizadas por nosotros. 
Cabe preguntarse entonces si el efecto hipogonadal 
originado por elevadas concentraciones de PRL (132 y --
133) puede deberse no a un efecto directo sobre la pro-
ducci6n de testosterona, sino a una posible interferen-
cia sobre la enzirna 5 ~ reductasa responsable de la tran~ 
forrnaci6n T----~ DHT (162). Se sabe que, aunque la tes-
tosterona puede actuar directarnente en alguno tejidos, -
su acci6n se ejerce en los organos andr6geno-dependien-
tes a traves de su conversi6n perif~rica en el rnetaboli-
to activo DHT. 
Tarnbien pudiera ser que los esteroides producidos -
por adrenales hipertroficas que resultan de la existen--
cia de elevadas concentraciones de PRL circulante fueran 
los responsables de la inhibici6n de la sintesis de tes-
tosterona por el testiculo (163). 
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Lo que si es interesante observar es que con todas 
las d6sis de LH (Fig. 32) aparece una tendencia a la --
disminuci6n de los valores de testosterona en relaci6n 
a los grupos control y aunque esas diferencias no sean 
significativas es posible que eso se deba al numero de 
experimentos realizados. 
Si examinamos detenidamente la misma figura nos d! 
remos cuenta de que la producci6n de testosterona, tan-
to basal como estimulada es en general menor en la segu~ 
da fase de los experimentos (parte derecha de la grafica), 
pero hay que tener en cuenta que estos se realizaron en 
los meses de Mayo, Junio y Julio, mientras que los pri-
meros los fueron en Enero y Febrero y que parece exis--
tir una variaci6n estacional en la producci6n de testos-
terona, de acuerdo con la epoca del afio en que se deter-
mine (164 y 165). 
Las variaciones no creemos que se deban explicar --
por diferencias en la tecnica de radioinmunoensayo pues-
to que en cada ensayo se incluia un control (muestra co~ 
teniendo una cantidad conocida de T cuyos resultados eran 
totalmente aceptables} 
155 
Por ultimo hemos ampliado las experiencias con 60 
ng PRL/tubo, utilizando ratas m§s j6venes (45-55 dias) 
para obtener las preparaciones celulares. En esos dias 
se han descrito variaciones en la secreci6n tanto de -
PRL, cuyos valores aumentan significativamente, como de 
FSH, donde se observan un patron totalmente contrario, 
por lo que pensamos que en ese estadio, por ejercer la 
PRL quizas un papel m§s relevante, posiblemente fueran 
las celulas de Leydig, mas sensibles a sus hipoteticas 
acciones. 
Tampoco en este case se han encontrado, comparando 
con el grupo control; diferencias en la producci6n de -
testosterona y AMPc cuando las celulas se incuban en --
presencia de PRL (Tablas 17 y 18). 
Lo que si se ha observado (Fig.34) es una menor c~ 
pacidad de las celulas procedentes de ratas j6venes pa-
ra producir testosterona; debido al incremento sexual de 
LH durante el proceso de maduraci6n (74, 166 y 167), que 
experimentan el numero de receptores, es 16gico que apa-
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rezca esa disminuci6n en relaci6n a los animales adul--
tos. 
Resumiendo estas experiencias puede decirse que o 
bien la PRL actua en el intersticio testicular indirec-
tamente (via adrenales, via hipot§lamo, via pituitaria) 
o bien con nuestras condiciones (dos horas en presencia 
de PRL) no ha sido posible detectar ninguna acci6n, ni 
estimuladora ni inhibidora, sobre la sintesis y secre--
ci6n de testosterona. 
ISJ 
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CONCLUSIONES 
1.- La determinacf6n de AMPc mediante ensayo competitive, 
utilizando extractos de corteza adrenal, ha demostra-
do ser apta para la detecci6n de pequefias cantidades 
de este nucle6tido tanto en tejidos como en plasma y 
orina. 
2.- La acetilaci6n del GMPc a temperatura ambiente nos -
ha proporcionado el aumento de sensibilidad necesario 
para que la valoraci6n del nucle6tido de Guanina en 
celulas de Leydig fuera posible. 
3.- En los extractos celulares se han encontrado los si-
guientes valores basales: 
AMPc: 9.4 + 3.7 pm/10 6cel./2 horas 
GMPc: 115.0 + SO fentomol/10 6cel/2 horas 
T 10.0 + 6.4 ng/10 6cel/2 horas 
4.- El estimulo de las celulas de Leydig con LH origina-
una mayor producci6n tanto de AMPc como de testosterg 
na, en una manera tal que es dependiente de la dosis 
de LH utilizada. 
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5.- Los aumentos de AMPc y testosterona no son correlati-
vos, ya que la producci6n de testosterona se incremen 
ta significativamente con concentraciones de LH que 
no producen variaci6n alguna en el contenido celular 
del nucle6tido. 
6.- No ha sido posible observar variaciones en la cantidad 
de GMPc producida por las c~lulas de Leydig al estimu-
lo con LH, de lo que parece deducirse que el GMPc no ~ 
actua como un segundo mensajero de la acci6n de la hor 
mona luteinizante en ese compartimento testicular. 
7.- Se han encontrado diferencias en la producci6n de tes-
tosterona dependiendo de la ~poca del afio en que se OQ 
tengan las preparaciones celulares. 
8.- Las c~lulas procedentes de ratas inmaduras C: 45 dias) 
han mostrado una menor capacidad para producir testos-
terona que las c~lulas procedentes de ratas adultas. 
9.- De los experimentos con PRL se deduce: 
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9.1.- que la PRL, a concentraciones fisio16gicas, no 
rnodifica la producci6n basal de AMPc y T, ni -
la que se produce tras el estirnulo con LH. 
9.2.- con dosis elevadas de PRL se observa una disrn! 
nuci6n en la producci6n de T estirnulada por la 
LH que en ninguno de los casos resulta signif! 
cativa. 
Lo que en principio nos hace descartar la hip6tesis 
de una acci6n directa de la PRL sobre la esteroidog~nesis 
de las celulas de Leydig. 
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